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(54) Nukleinsiure-Linker und deren Verwendung in der Gensynthese 



(57) Die voriiegende Erfindung betrifft ein einzelst- 
r£ingiges Nukieinsaurenfiolekul zur Verwendung In ei- 
nem Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure, wo- 
bei das NukleinsduremolekQI einenJeil A und einen Teil 
B umfasst. wobei Teil A eine Sequenz unnfasst, die min- 
destens einer Teilsequenz der Erkennungssequenz ei- 
nes Restriktionsenzyms vonn Typ iiS entspricht und Teil 
B eine beliebige, Jedoch definierte Abfolge von Nukieo- 
tiden umfasst. Unter Verwendung derartiger Nuklein- 
sduremoiekule ist es moglich, verschiedene Teilse- 
quenzen sequenzunablidngig zu verknQpfen und somit 
effektiv die Synthese einer NukleinsSure unter RQckgriff 
auf standardisierte Elemente zu betreiben. 
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Besehrelbung 

[0001 J Die voriiegende Erfindung betrifft elnzelstrSnglge und doppelstrSnglge NuklelnsauremolelcOte zur Verwen- 
dung In efnem Verfahren zur HersteOung elner Nuklelnsaure, ein Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsaure sowie 
einen Kit zur Herstellung einer Nukleinsfiure. 

[0002] Die Synthese von NukleinsSuren f indet In der modernen Blotechnologle vlelfSltlge Anwendungen. Neben der 
Synthase vergleichswelse kurzer NuWeinsfiuren wie Oligonukleotlden stehl dabei die Synthese von mehreren Klloba- 
sen groBen Nuklelnsduren zunehmend Im Vordergrund. Die dabei angewandten Methoden venwenden in der Regei 
IQr Jedes Gen unterschledUche synthetlsch hergestelfte Ollgonukleotlde von typlscher Weise 40 bis 100 Nukleotlden 
Lfinge als Gnindbausteine. Infolge der VIelzahl der notwendlgen Reaktionsschritte enthalten diese, trotz vergleichs- 
welse hoher Kopplungsefflzlenzen von ca. 98-99% pro Schritt sowohl Abbruchprodukle als auch Fehlsequenzen, die 
fur die Qualitat der zu synthetlslerenden Nukieinsauren nachteilig sind. Derartlge Fehler sind vor allem dann nachtellig, 
wenn die zu synthetislerende Nukleinsflure eine codlerende Sequenz darstellt und es infolge der Verschiebung des 
Leserasters zu verkOrzten Transkriptions- oder Translatlonsprodukten kommt. Daher mOssen die Oiigonukleotldbau- 
steine zusfttzlich aufgereinlgt warden, urn diese Fehler auf ein vertretbares MaB zu reduzieren, da sonst komplexe 
Gensynthesen praktisch unmdgiich sind. 

[0003] Zu den Im Stand der Technik bekannten Verfahren zfihit beispielswelse das sogenannte "gap fllllng"-Verfah- 
ren, In welchem eine VIelzahl von Oligonukleotlden synthetislert, aufgereinlgt und anschlleBend paanivelse Oder in 
Untergruppen hybridislert werden. Nach der Synthese der jeweillgen Gegenstrftnge mittels elner Kienow-Polymerase- 
Reaktion werden die einzelnen Fragmente mltelnander llglert. Die so entstandenen Ligationsprodukte k6nnen entwe- 
der als Tellfragmente kloniert oder zunachst mit auBen ilegenden Oilgonukleotidprlmem hybridislert und in einer Po- 
lymerase-Kettenreaktion (PCR) ampliflzlert werden. Aitemativ konnen Im Rahmen der sogenannten Kassettenmetho- 
de komplementare Ollgonukleotlde mltelnander hybridislert und die so erhaltenen Genfragmente durch enzymatlsche 
Oder chemische Ligation verkniipft werden. Nach Aufreinlgung und/oder Klonlerung konnen diese zu groBeren Gen- 
abschnltten zusammengefQgt warden. Beide Verfahren sind mIt Nachteilen verbunden, so z. B. bedlngt durch die mit 
zunehmender Unge der zu synthetlslerenden Nuklelns&ure zunehmend hduflger auftretenden Fehler In der Klenow- 
Polymerase-Reaktion oder in der Polymerase-Kettenreaktlon. 

[0004] Des Weiteren sind Im Stand der Technik Verfahren bekannt, bei denen Oligonukleotlde In einer Festphasen- 
synthese mltelnander verknOpft werden, um grdBere Nukieinsauren aufzubauen. So beschrelbt beispielswelse die 
Internationale Patentanmeldung WO 99/47536 ein rekursives Verfahren, in dem einzelstrangige Oligo-nukleotlde in 
elner def Inlerten Orientierung sequenzieil an ein Immoblllsiertes Startermolekul llglert werden. Nachteilig ist bei diesem 
Verfahren die fQr grSBere Gensynthesen erforderliche hohe Anzahl der EInzelschritle. welche Prlnzip bedlngt zu ge- 
ringen Ausbeuten sowIe zur Anrelcherung von Fehlsequenzen fOhren. Zudem mOssen s&ntlk^he fOr die Gensynthese 
eingesetzte Ollgonukleotlde fur Jede Synthese vorher neu synthetislert werden. Eine Standardlslerung dieses Verfah- 
rens Ist wegen des damit verbundenen enomien technischen Aufwands daher nur beschrankt m6glk;h. 
[0005] Die Internationale Patentanmeldung WO 00/76368 beschrelbt eine kombinatorische Festphasensynthese, in 
welcher In paralleien Reaktionsansfltzen doppelstrftnglge Oligonukleotlde, die eine Erkennungssequenz fur ein Typ 
IIS-Restrlktlonsenzym enthalten, mit weiteren doppelstranglgen Oligonukleotlden, welche eine Erkennungssequenz 
fOr ein anderes Restriktionsenzym vom Typ IIS enthalten. iigiert werden und die Ligationsprodukte anschlief3end mit 
einem Typ IIS-Restriktlonsenzym gespalten werden. Durch mehrfaches WIederholen wird somit Iterativ eine deflnlerte 
Nukleinsaure aufgebaul. Dieses Verfahren hat gegenOber anderen, auf Ugation von Oligonukleotlden beruhenden 
Verfahren den Vortell, dass die venwendeten Ollgonukleotlde ErkennungsaequenzenfOrverschledeneTyp IIS-Restrik- 
tlonsenzyme enthalten, die eine sequenzunabhdnglge Komblnatlon parallel llgierter Tellfragmente eriauben. Dabei 
kfinnen belieblge Tellfragmente aus einer standardlsierten Nukleinsfiureblbllothek mit einer definlerten /Vnzahl von 
Elementen generlert werden. Die Anzahl der diese BIbllothek aufbauenden Elemente hflngt dabei von der Lfinge der 
durch das jewelllge Restriktionsenzym erzeugten Uberhftnge ab. Bei einem Uberhang von beispielswelse vier Nukleo- 
tlden, besteht eine komplette BIbllothek aus insgesamt 65.536 Elementen. Diese Zahl erglbt sich aus der Anzahl der 
Sequenzvarianten, die be! elner Lange des Oberhanges von vier Nukleotlden (4^ = 256) existleren, multipliziert mit 
der Anzahl der Sequenzvarianten fur die vIer direkt angrenzenden Nukleotlde, die den Uberhang belm nachsten Li- 
gationsschritt bilden (4* x 4*= 65.536). 

[0006] Obwohl dieses Verfahren eine sequenzunabhanglge VerknOpfung beileblger parallel hergestetlter Genfrag- 
mente gestattet und somIt die Gmndlage fOr eine Automatislerung liefert, Ist die Anzahl der erforderifehen Ollgonu- 
kleotlde zum Aufbau elner entsprechen den Bibiiothek, auf die Im Rahmen der Synthese zugegriffen wird, noch Immer 
vergletehswelse hoch. Ein weiterer Aspekt, den es dabei zu beruckslchtigen gilt, ist die LSnge der Ollgonukleotlde, die 
In einem derartlgen Verfahren verwendet werden. ( typlscher Weise etwa 20 bis 40 Nukleotlde). Infolge dessen enthait 
eine komplette Bibiiothek von Oligonukleotlden in dem geschiiderten Fall insgesamt 65.536 x 40 «2.6 Mio. Nukleotlde, 
[0007] Trotz der mit dem Verfahren nach WO 00/75368 unmlttelbar verbundenen Vorteile besteht demnach Im Stand 
der Technik weiterhlnderBedarf. ein Verfahren zur Synthese von Nukieinsauren und MIttelzurDurchfuhrungdesselben 
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bereltzustellen. welche auf eine Ollgonukleotid-Blbliothek geringerer Komplexltfit zuriickgrelfen. Insbesondere soil der 
Aufwand zur Erzeugung einer kompletten BIbllothek, vor allem hinslchtllch der Anzahl der dazu ertorderlichen Nukleo- 
tlde, gegenOberdem Stand derTechnIk deutdch verrfngeit warden ohne dabel Nachtelle wie eine geringere Llgatlons- 
efflzlenz (z.B. bei der Verwendung von Oberhangen von nur eln oder zwel Nukleotlden L§nge) In Kauf nehmen zu 
mussen. Es 1st dabel eine weltere Autgabe der Erfindung eln Verfahren bereltzustellen, wetehes einen noch geringeren 
Antell an Abbruch- und Fehlsequenzen gewfihrleistet sowie die gleichzettige Synthese mehrerer Genvarianten eriaubt. 
[0008] Erfindungsgem§3 wird diese Aufgabe In einem ersten Aspekt gelost durch ein elnzelstrdnglges NukfeinsSu- 
remolekul zur Venvendung In einem Verfahren zur Herstellung elner NuklelnsAure umfassend mindestens 

einen (konstanten) Teil A und einen (variablen) Teii B 

wobet 

Teil A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz eines Restriktlonsenzyrns vom Typ 11 S 
Oder eines Tells davon oder einer dazu komplementaren Sequenz entspricht, und 

Tell 8 eine definlerte Abfolge von Nukleotlden untfasst. 

[0009] In elner Ausfahrungsform 1st vorgeaehen, dass das Restrlktionsenzym ausgewShlt 1st aus der Gruppe. die 
Bpli, EspSi, Eco31l, Bsal. BsmBI, Bbsl, BspMI, Aarl. Acelll, Acc36l, Sapl, Btel, BsrDI. BseSDI, BclVi, Bfull, Bfill und 
Bmrl umfasst. 

[0010] In elner welteren Ausfuhrungsfomi 1st vorgesehen, dass die Sequenz von Tell A ausgewflhlt 1st aus der Grup- 
pe, die SEQ ID NO:1 bis 13 umfasst. 

[0011] In einer noch weiteren AusfOhrungsform 1st vorgesehen, dass Teii B eine Lange von 1 , 2, 3, 4, 5, 6 oder 7 
Nukleotlden aufwelst. 

[001 2] In einem zweiten Aapekt wIrd die Aufgabe geldst durch eine Nukleinsduremoiekulbibllothek umfassend eine 
Vielzahl der erflndungsgenr)dBen NuklelnsfturemolekQIe. 

[0013] In elner AusfOhrungsform Ist voigssehen, dass die BIbllothek 256 In der Sequenz von Teil B slch unterschel- 
dende Mitglieder umfasst, wobel die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell B eine Lfinge von vier Nukleotlden 
aufwelst. 

[0014] In elner welteren Ausfuhrungsfomn Ist vorgesehen, dass die BIbllothek 1 024 In der Sequenz von Teil B steh 
unlerscheidende Mitglieder umfasst, wobel die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Teil B eine Unge von fQnf 
Nukleotlden aufwelst. 

[001 5] In elner noch welteren AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass die BIbllothek 40g6 In der Sequenz von Tell B 
slch unterscheldende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Teii B eine Lgnge von eechs 
Nukleotlden aufwelst 

[0016] In einer weiteren AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass die BIbllothek 16 in der Sequenz von Tell B slch 
unterscheldende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell B eine Lange von zwei 
Nukleotlden aufwelst. 

[0017] SchlleBlich 1st in elner Ausfuhrungsfomi vorgesehen, dass die Bibllothek 64 In der Sequenz von Tell B slch 
unterscheldende Mitglieder umfasst, wobel die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Teil B eine Ulnge von drel 
Nukleotlden aufwelst. 

[0018] In einem dritlen Aspekt wird die Aufgabe geldst durch die Verwendung zumlndest eines der erflndungsge- 
mfiBen Nuklelns&uremolekule und/oder elner der erf indung8gemflr3en NukleinsSuremolekQIblbllotheken In einem Ver- 
fahren zur Herstellung von Nukleinsfiuren, insbesondere einem Verfahren zur sequenzlellen Ligation von Ollgonukleo- 
tiden In parallelen Reaktlonsansfltzen, welche in welteren Schritten auf Sequenz-unabhfinglge Weise miteinander ver- 
knOpft warden. 

[001 9] In einem vierten Aspekt wIrd die Aufgabe geldst durch ein Verfahren zur Herelellung eines Nuklelnsfluremo- 
iekOls umfassend die Schrltte: 

a) Bereltstellen eines ersten Ollgonukleollds, optional mittels elner Modlflkatlon an eine Festphase gekoppelt, 
wobei das Ollgonukfeotid eine Erkennungssequenz oder einen Teii davon oder eine hierzu komplementSre Se- 
quenz fOr ein erstes TVp IIS-Restrlktlonsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet und 
einen einzeistrangigen Oberhang umfasst, 

b) HInzufugen eines erflndungsgemSSen elnzelstrSnglgen NukleinsSuremolekOls zu dem Ollgonukleotid, wobel 
bevorzugter Weise der Teil A des NuklelnsauremolekOis im Wesentltohen kompiementfirzu dem einzelstrdngigen 
Bereich des ersten Otlgonukleotids ist; 

c) Ligation des Nuklsinsfturemoiekuls aus Schritt b) mit dem ereton OHgonukleotid untor Ausbildung eines Qbor- 
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hdngenden 5'Endes; 

d) AuffQIIen des Qbertidngenden 5'-Endes; 

e) Bereitstellen eines zwelten Oligonukleotldes, wobel das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz oder elnen 
Tell davon oder eIne hierzu komplementare Sequenz fQr ein zweltesTyp IIS-Restrlktionsenzym, welches auBertialb 
seiner Ertcennungssequenz schneldet, und elnen elnzelstrSnglgen Ubertiang umfasst. wobel die Erkonnungsse- 
quenz dieses Restriktionsenzynrts verschieden 1st von der Ertcennungssequenz des in Schritl a) genannten Ro- 
striktlonsenzym, und 

0 HInzulQgen eInes erflndungsgemflSen elnzelstrflngigen NuklelnsfluremolekQIs zu dem Oligonukleotid, wobel 
bevorzugter Welse der Tell A des Nuklelns&uremolekOts Irn Wesentlichen komplementarzu dem einzelstrftngigen 
Bereich des zweiten Oligonukleotlds ist; 

g) Ligation des NuklelnsfiurennolekOls von Schritt f) mit dem zwelten Oligonukleotid; 

h) Auffullen des uberstehenden 5'-Endes; 

I) Ligation der aus den Schritten a) bis d) und e) bis h) erhaltenen Oligonukleotide; 

j) Spaltung des in Schritt i) erhaltenen Ugationsproduktes mit dem ersten oder mIt dem zwetten Typ IIS-Restrikti- 
onsenzym. 

In einer AusfQhrungsfomi Ist vorgesehen, dass In Schritt b) und/oder f) eine Hybrldlslerung zwischen dem 
einzelstranglgen Bereich des Oligonukleotlds mit Teil A des einzelstrfingigen Nukleinsauremolekuls erfolgt. 

[0020] In eIner welteren AusfQhmngsfonn Ist vorgesehen, dass das erste Oligonukleotid an eIne Festphase gekop- 
pelt und bevorzugter Welse vor der Ligation gemaB Schritt i) von der Festphase abgespalten wird. 
[0021] In elnemfOnften Aspekt wird die Aufgabe gel6st durch elnen Kltzur Heretellung elnerNuMeinsfiure umfassend 
eine der erfindungsgemflBen Nuklelnsaurebibllotheken Oder elnen Teil davon. 

[0022] In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass der Kit ein erstes Oligonukleotid umfassend eine Erkennungs- 
sequenz fur ein erstes Typ IIS-Restrlktionsenzym umfasst. 

[0023] In einer welteren Ausf Qhrungsfomrt ist vorgesehen, dass der Kit welter ein zweltes Oligonukleotid umfassend 
eine Erkennungssequenz oder elnen Tell davon oder eine hierzu komplementfire Sequenz fur ein zweites Typ llS-Re- 
striktionsenzym umfasst, wobel das zweite Restrlkllonsenzym von dem ersten Restrlkllonsenzym verschieden ist. 
[0024] in einer noch welteren AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass mindestens eines der Oligonukleotide an einer 
Festphase imnrabillslert Ist. 

[0025] in einem sechsten Aspekt betriffl die Erfindung ein Verfahren zur enzymatlschen Hersteilung elnes tellweise 
doppeistrdngigen Ollgonukieotids mit einem 3 Nukleotid langen Uberhang. wobel das Oligonukleotid eine Erkennungs- 
sequenz fur ein Restriklionsenzym vom Typ IIS enthfilt, umfassend die Schrilte: 

a) Bereitstellen eines ersten tellweise doppeistrftngigen Oligonukleotlds. wobel das Oligonukleotid elnen 3*-0ber- 
hang und eine Erkennungssequenz fOr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, 

b) Bereitstellen einer ersten Gruppe von einzelstrftngigen OligonukleotldBn umfassend elnen Teil A und elnen Teil 
B, wobel Tell A komplementfir zu dem einzelstranglgen Bereteh des In Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonu- 
kleotlds und bevorzugter Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe identisch Ist und Tell B eine Lflnge von 3 Nukleo- 
tiden umfasst, wobel steh die MItglieder der Gruppe in Teil B unterschelden, 

c) Bereitstellen eines zwelten tellweise doppelstrangigen Ollgonukieotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'-Uber- 
hang und eine Erkennungssequenz fur ein Restrilitlonsenzym vom Typ liS aufweist, wobei das Restriktionsenzym 
vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS der Oligonukleotide In Schritt a), 

d) Bereitstellen einer zwelten Gruppe von einzelstrfingigen OUgonukleotiden umfassend einen Teil A und einen 
Tell B, wobei Tel! A komplementfir zu dem einzelstrfingigen Bereich des In Schritt a) bereitgestellten ersten Oligo- 
nukleotlds und bevorzugter Welse bei alien Mitgliedem der Gmppe Identisch Ist und Tell B eine Lfinge von 3 
Nukleotiden umfasst, wobel slch die MItglieder der Gruppe In Teil B unterscheiden, 

e) Hybridlsleren und Llgieren des in Schritt a) bereitgestellten ersten Oligonukleotlds mit Jewells einem MItglled 
der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gnjppe von einzelstrfingigen OUgonukleotiden, 

0 Hybridisieren und Ligieren des in Schritt c) bereitgestellten zweiten Ollgonukieotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt d) bereitgestellten zweiten Gruppe von einzelstrfingigen OUgonukleotiden 
g) Auffullen der Qberhangenden 6'-Enden der Ligatlonsprodukte aus Schritt e), 
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h) AuffuHen der uberti&ngenden 5'-Enden der Ligatlonsprodukte eus Schrm f), 

i) Ligation von Jewells elnem aufgefuHten Ligatlonsprodukt aus Schritt g) mit jewells einem aufgef iillten Ligations- 
schrltt aus Schritt h), 

J) Spaltung des LIgationsproduktes aus Schritt i) mIt dam fur das in Schritt a) bereltgesteliten Oligonukleotid spe- 
zifischen Restriktfonsenzym vomTyp IIS 

[0026] In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung eln Verfahren zur enzymatlschen Herstellung eines tellwelse 
doppelstrangigen Ollgonukleotids mIt elnem 3 Nukleotid langen Obertiang. wobel das Otigonukleotki eins Ericennungs- 
sequenz fOr eln Reslriktionsenzym vom lyp IIS enthfllt und Schnelden des Ollgonukleotids mit dem Restrikllonsenzym 
zu einem Uberhang mit einer von 3 Nukleotiden verechiedenen Lftnge, umfassend die Schritle: 

a) Bereltstellen eines ersten teilwelse doppelstrflnglgen Ollgonukleotids, wobel das Oligonukleotid einen S'-Ober- 
hang aufweist und eine Erkennungssequenz fOr ein Restriktlonsenzym vom Typ IIS aufwelst, 

b) Bereltsteiien elner ersten Gruppe von elnzeistrfinglgen Ollgonukleotiden umfassend einen Teil A und einen Tell 
B, wobel Teil A komplementflr zu dem einzelstrSngigen Bereteh des in Schritt a) bereltgesteliten ereten Ollgonu- 
kleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitglledem der Gruppe Identisch ist und Tell B eine Lange von 2 Nukleo- 
tiden umfasst, wobel steh die Mltglieder der Gruppe in Teil 6 unterscheiden, 

c) Bereltstellen eines zweiten tellweise doppelstrdngigen Ollgonukleotids, wobel das Oligonukleotid einen 3'-Uber- 
hang aufwelst und eine Ericennungssequenz fOr ein Restriirtionsenzym vom Typ iiS aufweist. wobei das Restrik- 
tlonsenzym vom TVp IIS verschieden ist von dem Restriktlonsenzym vom Typ MS der Oilgonuldeotide in Schritt a), 

d) Bereitstelien einer zweiten Gruppe von elnzelstrftngigen Ollgonukleotiden umfassend einen Teil A und einen 
Teil B, wobei Tell A kompiementfir zu dem einzeistrangigen Bereich des in Schritt a) bereltgesteliten ersten Ollgo- 
nukleotids und bevorzugter Welse bei alien IVIltgliedern der Gruppe identisch ist und Tell B eine l-finge von 2 
Nukleotiden umfasst, wobei sich die Mltglieder der Gruppe in Teil B unterscheiden, 

e) Hybridisleren und Llgieren des in Schritt a) bereltgesteliten ersten Ollgonukleotids mit Jewells einem Mitglied 
der In Schritt b) bereltgesteliten ersten Gruppe von einzelstrfingigen Ollgonukleotiden, 

0 Hybridisieren und Llgieren des In Sdiritt c) bereltgesteliten zweiten Oligonukleotids mit Jewells einem Mitglied 
der In Schritt d) bereltgesteliten zweiten Gruppe von elnzelstrfingigen Ollgonukleotiden 

g) Auffuilen der QberhSngenden 5'-Enden der Ligatlonsprodukte aus Schritt e), 

h) Auffuilen der iibertiangenden 5'-Enden der Ligatlonsprodukte aus Schritt f), 

I) Ligation von jewells einem aufgefOllten Ligatlonsprodukt aus Schritt g) mit Jewells elnem aufgef Qllten Llgatlons- 
schritt aus Schritt h), 

j) Spaltung des LIgationsproduktes aus Schritt I) mit dem fQr das in Schritt a) bereltgesteliten Oligonukleotid spe- 
zifischen Restriktlonsenzym vom Typ IIS 

[0027] In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines Nukleinsauremolekuls um- 
fassend die Schritte 

a) Bereltstellen eines Oligonukleotids. das hergestellt ist durch die fotgenden Schritte: - 

aa) Bereltstellen eines tellweise doppelstrSngigen Oligonukleotids mit einem 5*-0berhang, das eine Ertcen- 
nungssequenz fur eln TVP"S Restriktlonsenzym enthfilt, welches auBertialb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, und eine ModK Izlerung trfigt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, wobei der 5'-0berhang 
eine Lfinge von 3 Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren. mindestens tellweise doppelstrSngigen Oligonukleotids mit elnem 5*-Ubertiang 
und einer anderen Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym. welches auBerhalb seiner Eriten- 
nungssequenz schneidet. als In Schritt aa), wobei der 5'-0borhang eine Lfinge von 3 Nukleotiden umfasst, 

ac) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blocklemng der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) Entfernen nteht vert^rauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung dee LIgationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktlonsenzym. welches auf3ertialb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung in der Nukleinsfiuresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 
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af) Abtrennen des Reaktlonsgemlsches vom in Schritt ae) erhaftenen ver1§ngerten Oligonukleotld aus Schritt 
aa). 

ag) optional mindestens elnmallges WIedertiolen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereltstellen eines welteren Ollgonukleotids, das hergestellt (st durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teihveise doppelstmngigen Oilgonukieotids mit einem 5'-0bertiang, das eine Erken- 
nungssequenz fQr ein TypliS Restriktionsenzym enthfttt, weiches auQerhaib seiner Erkennungssequenz 
schneidet, und eine Modif Izierung trfigt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, wobei der 5'-Uberiiang 
eine Ldnge von 3 Nukieotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines welteren, mindestens tellwelse doppelstrSnglgen Ollgonukleotids mIt einem 5'-Ubertiang 
und mit elner anderen Ericennungssequenz fQr eIn TypllS Restriktionsenzym, welches aulBertialb seine Er- 
kennungssequenz schneidet, als in Schritt ba). wobei der 5'-0berhang eine Lflnge von 3 Nukieotiden umfasst, 

be) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blockierung der nicht zu iigierenden 
Enden festgelegten Orlentierung, 

bd) Entfemen nIcht veriarauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des LIgationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches au3erhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid in Schritt bb) stattflndet, 

bf) Abtrennen des so veriSngerten NukleinsfiuremotakQls vom Reaktlonsgemisch, 

bg) optional mindestens elnmallges WIederholen der Schritte bb) bis be), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation In Schritt be) und Entfernen nIcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ugatlonsprodukt mil 
einem TypilS Restriktionsenzym geschnltten wird, wobei die Spaltung In dem Oligonukleotid aus Schritt ba) 
stattfindet, 

c) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt a) und b) In der durch die BlocWerung der nicht zu Iigierenden Enden 
festgelegten Orientiemng, 

d) Entfemen nksht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des LIgationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym. welches au3erhalb seiner 
Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattflndet, 

f) Abtrennen des so veriSngerten Nuklelnsauremolekiils vom Reaktlonsgemisch, 

wobei das Oligonukleotid von Schritt ab) die Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das 
einen drei Nukleotide langen Oberiiang erzeugt, solange die Schritte ab) bis ae) wiederholt werden und das Oligonu- 
kleotid von Schritt ab) die Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ 1 IS aufweist, das elnen anderen als 
eInen drel Nukleotid iangen Oberhang erzeugt, belm lelzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 
das Oligonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das elnen 
drei Nukleotide langen Oberhang erzeugt. solange die Schritte bb) bis be) wiedertiolt werden und das Oligonukleotid 
von Schritt bb) die Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen 
drei Nukleotid langen Oberiiang erzeugt, belm ietzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 
[0028] In einem neunten Aspekt betritft die Erfindung eIn Verfahren zur Hersteliung einer Gruppe von Nukleinsau- 
remolekulen umfassend die Schritte 

a) Bereitstellen eines Ollgonukleotids, das hergestellt 1st durch die foigenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oligonukleotlds, das eine Ericennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
h§It, welches auBerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet, und eine Modiftzienjng tragt, die eine Kopplung ' 
an eine feste Matrix eriaubt, 
Kopplung des Ollgonukleotids an die feste Matrix 
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ab) Zugabe elnes welteren, mindestens teilwelse doppelstrdnglgen Ollgonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restrlktionsenzym, welches auQerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt aa),. 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orfentlerung, 

ad) Entfemen nfeht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung In der Nukleinsfiuresequenz des Ollgonukleotids 
aus Schritt ab) stattflndet. 

af) Abtrennen des Reaktlonsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verldngerten Oligonukieotid aus Schritt 
aa). 

ag) optional mindestens einmaiiges Wiedeiholen der Schrttte ab) bis af). 

b) Bereltstellen eines welteren Oligonukleotids. das hergesteilt let durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Ollgonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym enl- 
hfilt. welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet. und eine Modifizlerung tragt, die eine Kopplung 
an eine teste Matrix eriaubt mit eInem Ende an eine teste Matrix. 

Kopplung des Otigonukieotids an die teste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilwelse doppelstrflnglgen Ollgonukleotids mit elner anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktkjnsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfernen nteht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme. 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktionsenzym, wetehes auBerhalb 
seine Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung Im Oligonukieotid in Schritt bb) stattflndet, 

bf) Abtrennen des so veriflngerten NukleinsfiuremolekQIs vom Reaktlonsgemlsch. 

bg) optional mindestens einmaiiges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nteht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ligatlonspordukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnltten wird, wobei die Spaltung in dem Oligonukieotid aus Schritt ba) 
stattflndet. 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden Enden 
festgelegten Orientierung, 

d) Entfemen nteht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBertialb seiner 
Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung Im Ol^onukleotld aus Schritt a) Oder b) stattfindet. 

f) Abtrennen des so veridngerten NukieinsauremolekQIs vom Reaktlonsgemlsch, 

wobei belm letzten Wiedertiolen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene Oligonukieotid eine Modifizierung 
tragt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt und 

nach dem letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) als Schritt ah) das Llgatlonsprodukl aus Schrin ac) mit einem 
TypHS Restriktionsenzym geschnltten wird. welches auQerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet, wobel die Spal- 
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tung In der Nuklelnsauresequenz des Ollgonukleotlds aus Schritt aa) stattflndet und das Spaltungsprodukt von dem 

an derfesten Matrix gekoppelten Oligonukleotid freigesetzt wird 

und das frelgesetzte Spaltprodukt in mindestens zwel ReaktionsansStze aufgetellt wird. 

[0029] In einem zehnten Aspekt wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Herstellung eines NuWeinsaure- 
moiekOls umfasaend die Schritte 



a) Bereitstellen eines Ollgonukleotlds, das hergesteitt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereltstellen eines Ollgonukleotlds, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
halt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneldet, und eine Modifizierung tragt» die eine Kopplung 
an eine teste Matrix erlaubt, 

Kopplung des OUgonukleotlds an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines welteren. mindestens teihveise doppelstrftngigen Ollgonukleotlds mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhatb seiner Erkennungssequenz schneldet, 
als In Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) In der durch die Blocklerung der nlcht zu Hgierenden 
Enden festgelegten Orlentierung, 

ad) Entfemen nk;ht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym. wetehes aul3erhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung In der Nukielns&uresequenz des Ollgonukleotlds 
aus Schritt ab) stattflndet, 

at) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen vertangerten Oligonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) optional mindestens einmallges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereltstellen eines welteren Ollgonukleotlds, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Bereltstellen eines Oligonukleotlds, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
halt, welches aufSerhalb seiner Erkennungssequenz schneldet, und eine Modifizierung trflgt, die eine Kopplung 
an eine feste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine feste Matrix. 

Kopplung des Ollgonukleotlds an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines welteren, mindestens teilwelse doppelstrSngigen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBertialb seine Ericennungssequenz schneldet. 
als In Schritt ba). 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blocklemng der nlcht zu llgierenden 
Enden festgelegten Orlentierung. 

bd) Entfemen nfeht veribrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ugationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypllS RestrikUonsenzym, wetehes auBeriiaib 
seine Eri<ennungssequenz schneldet, wobel die Spaltung im Oligonukleotid In Schritt bb) stattflndet, 

bf) Abtrennen des so veridngerten NuklelnsfluremoiekDIs vom Reaktlonsgemlsch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobel im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfernen nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das LIgatlonspordukt mit 
einem TypllS Restriktionsenzym geschnltten wird, wobel die Spaltung In dem Oligonukleotid aus Schritt ba) 

. stattflndet. 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockierung der nicht zu llgierenden Enden 
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festgetegten Orientlerung, 

d) Entfemen nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

s e) Spattung das Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welchas auBerhalb seiner 

Erlcennungsaequenz 8Chneidet» wobei die Spaltung Im Oligonukteotid aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verldngerten NukteinsaurenDolekOls vom Reaktionsgemisch, 

10 wobei belm letzten Wiederholen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene Oligonukteotid eine ly^odifizierung 
trSgt. die eine Kopplung an eine teste Matrix erlaubt. 

[0030] in eInem elften Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemAB gel6st durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
Nukieinsauremolekuls umfassend die Schritte 

IS a) Bereitstellen eines Oilgonukleotids. das hergestellt ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oilgonukleotlds, das eine Ericennungssequenz fOr eIn TypttS Restriktionsenzynn ent- 
hSIt, welches auBerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet. 

^ ab) Zugabe eines welteren, mindestens teiiwelse doppeistrfingigen Ollgonukieotids mit einer anderen Ericen- 

nungssequenz fur ein TyplIS Restriktionsenzym, weiches auBerhalb seiner Erkennungssequehz schneidet, 
ais in Schritt aa) und eine IVIodifizierung trSgt, die eine Kopplung an eine Teste Matrix erlaubt, 

ac) Ligation der Ollgonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientlerung, 

ad) optional Entfemen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypliS Restriktionsenzym, wetohes auBerhalb 
30 seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung In der Nukleinsfiureaequenz des Ollgonukieotids 

aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des kelne Modiflzlerung tragenden Spaltproduktes aus Schritt ae) des Reaktionsgemlsches. 
3s ag) optional mindestens einmallgas Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

. b) Bereitstellen eines welteren Ollgonukieotids, das hergestellt Ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines Ollgonukieotids, das eine Ericennungssequenz fQr etn TypltS Restriktionsenzym ent- 
40 hflit, 

bb) Zugabe eines welteren, mindestens teilweise doppeistrfinglgen Oiigonukleotlds mit eIner anderen Ericen- 
nungssequenz fQr ein TypliS Restriktionsenzym, weiches auBerhalb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als In Schrftt ba) und eine Modiflzlerung trfigt, die ein^e Kopplung an eine feste Matrix erlaubt, 

45 

be) Ligation der Oligonukieotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientlerung, 

bd) optional Entfernen und/oder InaktMeren nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

50 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit eInem TyptIS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seine Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung Im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des keine Modlfizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des Reaktlonsgemisches, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei Im Anschluss an die le.tzte 
Ligation in Schritt be) und Entfemen und/oder Inaktivieren nteht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das 
Ligatlonspordukt mit einem TypliS Restriktionsenzym geschnttten wird. wobei die Spaltung in dem Oligonu- 
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kleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonufdeotide aus Schritt a) und b) in der durch die Blockiemng der nicht zu ligierenden Enden 
festgeiegten Orfentierung, 

d) Entfemen und/oder Inaktivleren nIcht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme, 

6) Spattung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktionsenzym, wekshes auBeriialb seiner 
Erkennungssequenz schneidet. wobel die Spattung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet 

0 Abtrennen des so veriangerten NuWelnsfiuremolekijls vom Reaktionsgemlsch. 

[0031 ] In einem zwoltten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemaB geldst durch ein Verfahren zur Herstellung eines 
NuklelnsduremolekQIs umfassend die Schritte 

a) Bereitstelien eines Oligonukleotids. das hergestelit ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Bereitstelien eines Oligonukleotids, das sine Eri^ennungssequenz fOr ein TypilS Restriktionsenzym ent- 
hfttt, wetehes auQerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet, und eine Modiflzierung trfigt, die eine Koppiung 
an eine teste Matrix eriaubt, 

Koppiung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppeistrSngigen Oligonukleotids mit einer anderen Ericen- 
nungssequenz fur ein TypiiS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, 
als in Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der nIcht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientierung. 

ad) Entfernen ntoht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ugationsprodukts aus Schritt ac) mit einem T^HS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Ericennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung in der Nukleinsduresequenz des Oligonukleotids 
aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Reaktlonsgemlsches vom in Schritt ae) erhaltenen veriangerten Oligonukleotid aus Schritt 
aa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiedertioien der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstelien eines weiteren Oligonukleotids. das hergestelit ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstelien eines Oligonukleotids, das eine Ericennungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym ent- 
hdit, welches auBerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet. und eine Modlfizierung tragt. dieeine Koppiung 
an eine feste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 

Koppiung des Oligonukleotids an die feste Matrix. 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppelstrdnglgen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fQr ein TypiiS Restriktionsenzym, welches auBeriiaib seine Ericennungssequenz schneidet, 
als in Schritt ba). 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der ntoht zu ligierenden 
Enden festgeiegten Orientierung. 

bd) Entfemen nicht verisrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypiiS Restriktionsenzym, welches auBerhaib 
seine Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oligonukleotid In Schritt bb) stattfindet, 
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bf) Abtrennen des so veriangerten NuklelnsfiuremolekQIs vom ReakMonsgemlsch. 

bg) optional mindestens einmaliges Wlederholen der Schritte bb) bis bf), wobel Im Anschluss an die letzte 
Ligation In Schritt be) und Enlfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Llgationspordukt mil 
einem TypllS Restrfktionsenzym geschnltton wird, wobei die Spaltung In dem Ollgonukleotid aus Schritt ba) 
stattflndet, 

c) Ugation der Ollgonuldeotida aus Schritt a) und b) In der durch die Blockiarung der nicht zu llglerenden Enden 
festgelegten Orientlerung, 

d) Entfemen nfeht verbrauchter Reaktanden sowIe Enzyme, 

e) Spaltung des Ugatlonsproduktes aus Schritte) mil einem TypllS Restrlktlonsenzym, wetehes auOerhalb seiner 
Erkennungssequenz schneldet, wobei die Spaltung Im Ollgonukleotki aus Schritt a) oder b) stattflndet, 

0 Abtrennen des so verifingerten NuklelnsAuremolekuls vom Reaktlonsgemlsch, 
wobel 

das Ollgonukleotki aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methyiiemng aufweisen, 
wobel nach mindestens einmallgem Durchiaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

aa) baslerenden Oligonukleotid zumindest ein Tell einer Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypiiS 
ausgebiidet wurde. der durch die Ligation mil einem welteren Ollgonukleotid gemfiB Schritt ae) komplettiert wird und 
die Methyiierung eine Spaltung des solchenmaSen hergestellten LIgationsproduktes unter Venvendung dieser Ericen- 
nungssteite verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methyiiemng aufweisen, 
wobel nach mindestens einmaligem Durchiaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

ab) baslerenden Oligonukleotid zumindest ein Tell einer Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypliS 
ausgebiidet wurde. der durch die Ligation mtt einem welteren Ollgonukleotid gemSQ Schritt ae) komplettiert wird und 
die Methyiierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten LIgationsproduktes unter Verwendung dieser Ericen- 
nungsstelie verhindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oligonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methyiierung aufweisen. 
wobol nach mindestens einmaligem Durchiaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

ba) baslerenden Oligonukleotid zumindest ein Tell einer Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebiidet wurde, der durch die Ugation mit einem welteren Ollgonukleotid gemflS Schritt be) komplettiert wird und 
die Methyiierung eine Spaltung des 8otehamial3en hergestellten Ugationsprodukles unter Venwendung dieser Ericen- 
nungsstelle veriiindert und/oder 

das Oligonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Ollgonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methyiierung aufweisen, 
wobei nach mindestens einmaligem Durchiaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukleotid aus Schritt 

bb) baslerenden Oligonukleotid zumindest ein Tell einer Ericennungssequenz eines Restriktionsenzyms vom TypllS 
ausgebiidet wurde, der durch die Ligation mit einem welteren Ollgonukleotid gemftS Schritt be) komplettiert wird und 
die Methyiierung eine Spaltung des solchermaBen hergestellten Ugatlonsproduktes unter Venvendung dieser Ericen- 
nungsstelle verhindert. 

[0032] in einem drelzehnten Aspekt wird die Aufgabe erfindungsgemSB gel5st durch ein Verfahren zur Ampllfikatlon 
eine im Rahman eines Sloning-Verfahrens enstehenden Ugationsprodukles, wobei das Verfahren die f olgenden Schrit- 
te umfasst: 

a) Bereltstellen eines LIgationsproduktes; 

b) Bereltstellen eInes fQr das Oligonukleotid gemfiB Schritt aa) und/oder ab) des Sloning-Verfahrens zumindest 
tellwelse komplementfiren Primers. 

c) Bereltstellen eines fur das Oligonukleotid gemSB Schritt ab) und/oder bb) des Sloning-Verfahrens zumindest 
tellwelse komplementaren Primers, 

d) Hybridlsieren zumindest eines der Primer mit dem Ligationsprodukt; 

e) DurchfQhren einer Polymerasekettenreaktion unter Venvendung des an das Ugationsprodukt hybridislerten Pri- 
mers. 

[0033J Weilere Ausfuhrungsformen der verschiedenen Aspekte der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den 
UnteransprUchen. 

10034] Der voriiegenden Erfindung liegt die uben'aschende Erkenntnis zugrunde. dass die mil dem Verfahren nach 
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WO 00/75368 mdgllche sequenzunabh&ngige VertcnOpfung belleblger OlfgouWeotlde und damit die Synthase beliebi- 
ger NuklemsSuren noch waiter verbessertwerden kann, well durch die geringere Komplexitat der Oligonukleotidbibllo- 
thek (wie sie nach dem Verfahren der vorilegenden Anmeldung generiert werden kann) eine hdhere Standardisleatng 
der darin enthaftenen Oligonukleotide moglich 1st. Insbesondere kann durch die nach dem vorilegenden Verfahren 
mdgllche VerkOrzung der Oligonukleotide elne hdhere Ausbeute und elne groBere Relnheft erreicht werden, wodurch 
die Genaulgkelt der Gensynthese nochmals geatelgert werden kann. In dem Verfahren nach WO OC/76368 werden 
2wel verschiedene Klasaen von Oligonukieotrden verwendet. wobel sich die beiden dort als Anchor- und Spfinker- 
Oligonukleotid bezeichneten Kiassen durch das Vorhandensein zweler unterschiedlicher Erkennungssequenzen fur 
Restriktionsenzyme vom Typ IIS und die einzelnen Elemente innerhalb der Oligonukleotidklasse in der Sequenz des 
jeweiligen Uberhanges unterschelden. Urn belleblge Gene nach diesem Verfahren herstellen zu kfinnen, muss elne 
Blbiiothek von Ollgonukleotlden zur VerfOgung stehen, die alle magllchen Sequenzvarianten der zu Grunde llegenden 
Oligonukleotide enthfllt. GemAB der vorilegenden Erflndung kdnnen die jeweils benStlgten Anchor und Spiinker Oli- 
gonukleotide unter Verwendung von insgesamt drei standardisierten Elamenten bei Bedarf in einer Abwandlung der 
in der AnmeWung WO 00/75368 beachrfebenen Methode hergesteltt werden. Bei den drei Elementen handelt es sich 
zum einen urn zwei Kiassen von Oiigonukleotiden, die stoh im Wesentllchen durch die Anwesenhelt von zumindest 
jeweils einer Erkennungssequenz (oder der dazu komplementfiren Sequenz) fur eln Restriktionsenzym vom Typ IIS 
unterschelden, und eln hierin Im Folgenden auch als Linker bezetehnetes einzeistrfinglges Oiigonukleotld. 
[0035] Restriktionsenzyme vom Typ IIS sind zelchnen sich dadunch aus. dass sie mlt zwel diskreten Stellen einer 
doppelstranglgen DNA in Wechselwlrkung treten. Elne der beiden Stellen 1st die Erkennungsstelle, die typlscher Welse 
elne L^nge von 4 bis 7 Basenpaare aufwelst. Die andere Stelle ist die Spaltungssteile, die gewohnlich 1 bis 20 Ba- 
senpaare von der Erkennungsstelle entfemt ist. Die Erkennungsstelien der Restriktionsenzyme sind entweder voll- 
standig Oder teilwelse asymmetrisch. 

[0036] Die beiden Kiassen von Jewells mlndestens elne Ertcennungssequenz fOr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS 
(Oder der dazu komplementaren Sequenz) aufwelsenden Ollgonukleotlden umfassen bevorzugter Weise jeweils die 
folgenden Struktureiemente In 3'-5'-Rfchtung: einen einzelstranglgen Bereich. einen doppelstranglgen Bereich und, 
optional, eine Schleife (engl. Loop). DieseSekundfirstrukturbildetsich In FoigederPrimSrstrukturderentsprechenden 
einzelstranglgen Nukielnsaure aus. 

[0037] Dem einzelstringigen Bereich kommt Insowelt elne besondere Bedeutung bei, als dass dleser vollstandig 
Oder teilwelse die Ertcennungssequenz fOr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS darstelit Oder enthfllt. Altemativ kann 
der elnzelstrflnglge Bereich auch eine Sequenz umfassen. die komplementfir lat zu der vollstfindigen Ertcennungsse- 
quenz fOr das Restriktionsenzym vom Typ IIS Oder einen Tell derseiben. Die minlmale Lfinge des elnzeistrftngigen 
Berelchs kann dabel eln einzelnes Nukleotid sein. Die maximale Ldnge dieses Bereichs Ist dabei grundsatziteh nlcht 
beschrankt, jedoch ist es bevorzugt, wenn diese neben der Ertcennungssequenz kelne weiteren Nukleotide enthait, 
da sich dadunch die Lfinge des Oligonukleotlds letztlich nur unn6tlg veriangert, was mlt einem ertidhten Syntheseauf- 
wand und damll einhergehend einem hoheren RIsIko von Fehlsequenzen verbunden ist Andererseits soltte der ver- 
wendete Obertiang elne stabile Hybrldlslerung mlt dem einzelstranglgen Unker eriauben. Als optimal sind daher Lan- 
gen zwischen 3 und 7 Nukleotlden anzusehen. 

[0038] Der doppelstranglge Bereteh kann aus der ROckfaltung des Ollgonukleotids auf sich selbst entstehen. Die 
Lange des doppelstranglgen Berefehs botragt bevorzugter Weise drei bis neun Nukleotide. Grundsatziich ist die spe- 
zifische Abfolge der Nukleotide In diesem Bereteh beiieblg, sofem zumindest unter den Bedingungen der Nuklelnsau- 
resynthese. bei der das Oiigonukleotld venvendet werden soil, elne stabile Hybridisiemng zwischen den komplemen- 
taren Nukleotlden des Ollgonukleotids eitolgt. Dabei Ist die Ausbildung von GC-Paarungen In Folge der erti5hten 
Stabllltat einer GC-Paarung gegenuber einer AT-Paarung bevorzugt. Wenn TypllS Restriktionsenzyme mil welter ent- 
femten Schnlltstellen zum Einsatz kommen, k6nnen die Ertcennungssequenzen fQr diese Enzyme sowohi vollstandig 
als auch teilwelse In dem doppelstranglgen Bereich enthalten seln. 

[0039] Die Schleife des Oligonukleotlds kann aus einer bellebigen Abfolge von Nukleotlden gebildet werden. Bei der 
Auswahl der Abfolge gilt es jedoch zu gewahrielsten, dass keine Wechselwlrkung mlt anderen Sequenzen erfolgt und 
damit die Ausbildung der Schleife oder der anderen das Oiigonukleotld aufbauenden (Sekundar-)Strukluren gest6rt 
wird. Bevorzugt werden Pyrimidine und ganz besonders Thymidine verwendet, da diese relatlv klein sind und die 
entstehende Schleifenstruktur stabil Ist. Cytosin geht mit Quanosin elne stabilere Basenpaarung eln. wodurch die 
Ausbildung altematlver Sekundftrstrukturen begOnstigt wird. Die Venvendung von bevorzugter Welse vier Pyrlmldlnen 
und bevorzugt Thymidlnen ergibt sk:h aus derTatsache, dass die Ringspannung bei wenlger als 4 Nukleotlden zu groB 
wird (wodurch die angrenzenden doppelstranglgen Regionen aufgelost werden kdnnen). IWehr als 4 Nukleotide hak>en 
hingegen kelne nennenswerte Auswirkung auf die Ringspannung und waren daher uberflQssig. 
[0040] Die vorstehend beschriebene Klasse von Ollgonukleotlden wird hierin als eintelliges Oder selbstkomplemen- 
tares Oiigonukleotld bezeichnet. Eine hierzu alternative Klasse von Ollgonukleotlden, die jedoch diegteiche Funktlon 
aufwelst. insbesondere im Rahmen Ihrer Venvendung zur Gen- oder Nukleinsauresynlhese, zetehnet sich dadurch 
aus. dass die Schleife nlcht vorhandon Ist. Diese Klasse von Ollgonukleotlden kann dadurch erzeugt werden dass 
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zwel elnzelstrdnglge Ollgonukleotide mftelnander hybrldislert werden, wobel es zur Ausbildung des doppelstrSnglgen 
und des elnzelstrangigen Borelches kommt. In Folge des Fehlens der Schleif e sind bei der Auswahl und Ausgestaltung 
der belden zu hybridlslerenden elnzelstrfinglgen Ollgonukleotide sowohl hinsfchtllch der Sequenz als auch der Modi- 
fikation am 3'- bzw, 5'-Ende eine Reihe von Uberlegungen anzustellen bzw. MaBnahmen zu ergrelfen. WIe im Folgen- 
den noch eriautert wird, muss bei dieser Fomi von zweltelligem Ollgonukjeotid gew&hrielstet sein, dass es zu kelner 
fehlerhaften Paamng mit dem Linker kommt. Weiterhin muss gew&hrleistet sein. dass die infolge des Fehlens der 
Schlelfe freiiiegenden Enden der befelen hybridisierten Elnzelstrdnge kein Substrat fur eine Polymerase oder Ligase 
darstellen. Dies kann beisplelswelse dadurch gewflhrleistet werden, dass eine Aminoverbindung. ein Succinylester, 
ein Fluoreszenzfafbstoff oder eIn DIgoxIgenlnrest an die endstSndlgen 5' bzw. 3' Phosphatgruppen gekoppelt wird. 
[0041] Beida Altemativen von OllgonuWeotidklassen, d.h. sowohl die selbstkomplemenlaro Form wie auch die zwei- 
telllge Form der Ollgonukleotide, kdnnen Qber eine Modifikatlon verf Ugen, die es eriaubt. das Ollgonukleotid an eine 
Festphase zu koppeln. Im Falle der selbstkomplementaren Form erfoigt diese Modifikatlon bevorzugter Welse im Be- 
relch der Schlelfe. Mit dieser Modifikatlon wird gewahrieistet, dass das Ollgonukleotid oder eine dieses umfassende 
Nuklelnsdure von anderen Verblndungen abgetrennt werden kann. Die Modifikatlon seibst kann durch den Fachleuten 
auf dem Gebiet bekannte MaBnahmen erfolgen. Belspielhafte Modifikationen sind der Einbau niedennolekularer Ver- 
blndungen wie Blotin, Digoxigenin, Fluoresceinl80thiocyanat(FrrC), Aminoverbindungen oder Succinylester. Die Ober- 
fiache wird In der Folge Molekule aufwelsen, die eine In der Regel spezlfische Wechselwlrkung mit der Modifikatlon 
zu immobtlislemngszwecken eriaubt. 

[0042J Der Linker als drittes standardisiertes Element ist chemisch betrachtet ebenf alls ein Ollgonukleotid. Der Unker 
besteht grundsatzlich aus zwel Teilsequenzen. Die erste (konstante) Tellsequenz, hierin auch als Teil A bezeichnet, 
umfasst mindestens die Erkennungssequenz eines Restrlktionsenzyms vom Typ IIS oder einen Teil davon. Alternate 
kann Teil A die zu der Erkennungssequenz des Restrlktionsenzyms vom Typ IIS komplementSre Sequenz oder einen 
Teil davon umfassen. Die zweite (variable) Tellsequenz des Linkers, hierin auch als Teil B bezefehnet, stellt eine be- 
iiebige. aber definierte Folge von Nukleotiden dar. Die spezlfische Ausgestaltung des konstanten Tells A des Linkers 
hfingt dabei von den jeweillgen Reatriktionsenzymen vom Typ IIS ab, die im Rahmen des Syntheseverfahrens ver- 
wendet werden bzw. auf die die belden Klassen von Ollgonukleotlden abstellen (In der Regel Ist dieser voIlstAndig 
komplementfir zu dem elnzelstrangigen Bereich mindestens eines der oben beschriebenen Ollgonukleotide) . 
[0043] Im Folgenden wird die Ausgestaitung eines Ollgonukleotlds und des entsprechenden Linkers unter der An- 
nahme dargestellt, dass der einzelstrdngige Bereich des Ollgonukleotlds die Erkennungssequenz des Restrlktionsen- 
zyms vom Typ IIS vollstflndig umfasst. Infolge der Elgenschaft dieser Restriktionsenzyme. dass die Schnittstelle au- 
Berhalb der Erkennungsstelle iiegt, d.h. die Erkennungsstelle durch die enzymatische AktMtat nicht zerstdrt wird, und 
darOber hinaus der Schnitt des Restrlktionsenzyms in einer deflnlerten Entfernung von seiner Erkennungsstelle unab- 
hflngig von der zu schneldenden Sequenz erfoigt, kann der Linker so gestaltet werden, dass der konstante Tell A 
komplementfir Ist zu der Erkennungssequenz des Restrlktionsenzyms, wetehes den einzelstrfingigen Bereich des Oll- 
gonukleotlds ausbildet. In Folge dieser Komplementaritat kann eine Hybridisierung von Oligonukleotid und Unker er- 
foigen. Nachdem der Linker neben Tell A noch Teil B umfasst, bildet Teil B des Linkers nach der Hybridisiemng mit 
dem Ollgonukleotid einen Uberhang oder ein Qberstehendes Ende. Die glelche SUnktur aus Oligonukleotid und Unker 
blidet steh aus, wenn das Oligonukleotid in seinem einzelstrfingigen Bereich eine Sequenz aufweist. die komplementfir 
Ist zur Erkennungssequenz des Restrlktionsenzyms und Teil A des Unkers die Erkennungssequenz des Restriktions- 
enzyms darsteiit. Es ist dabel nteht erforderllch. dass entweder der einzelstrfinglge Bereich des Oiigonukleotlds oder 
der konstante Teil A des Unkers die vollstftndige Erkennungssequenz bzw. deren komplementfire Sequenz umfasst. 
Vielmehr ist es auch Im Rahmen der Erflndung, wenn die Erkennungssequenz oder die dazu komplementfire Sequenz 
des Restrlktionsenzyms durch Telle des doppelstrfingigen Bereiches und des einzelstrfingigen Berelches insgesamt 
ausgeblldot wird. In diesem Fall wird beisplelswelse Tell A des Linkers nur den Teil der Erkennungssequenz des Re- 
strlktlonsenyms umfassen. der komplementfir zu dem Im einzelstrfingigen Bereich des Ollgonukleotlds enthaltenen 
Tell Ist. 

[0044] Die Lfinge von Teil B des [.inkers wird durch das Jewells verwendete Restrlktionsenzym und genauer durch 
die Lfinge des von ihm erzeugten Oberhanges bestlmmt. Die nachfolgende Tabelle 1 gibt eine Obersteht Qber ver- 
schiedene Restriktlonsenzyme vom Typ IIS mit Ihren Erkennungssequenzen und den erzeugten Uberhfingen wider. 
Dabei stelft die Tabelle die Paare von Reatriktionsenzymen dar, die vorteiihafter Welse in dem erfindungsgemfiBen 
Nukieinsfiuresyntheseverfahren zusammen mit den standardlsierten Elementen verwendet werden. 
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Tabellel: 



Belsplelhafte Ausgestaltung von Ollgonukleotid 1 und OllgonuWeotW 2 sowie des erflndungsgemSBen Unkers In 
Abhanglgkeil von dem spezifisch verwendeten Restriktionsenzympaar vom Typ IIS. 


Restrlktlons- 
enzympaar 


Ollgonukleotid 1 (5'-3') 


Ollgonukleotid 2 (5'-3') 


Linker (5'-3') 


Eoo31l/Esp3l 


(SEQ. ID.N0. 14) 


CCNi.9Xi.9NV9GGrcrCN 
(SEQ. ID.No. 16) 


NNNNN' GAGA 
(SEQ. ID.No. 18) 


6b8i/Aoc36l 


TTCNi.9Xi.^S^G>MG4CNN 
(SEQ. ID.No. 15) 


CAQGTNi.9Xi.flN'i.QACC7GCN4 
(SEQ. ID.No. 17) 


a) NNNNN'gGTC 
(SEQ ID No. 19) 

b) NNNNN'4G (SEQ 
ID No. 20) 


Eco31{/Esp3l 
(bipartite) 


N^.gCGTCTCN 
(SEQ. iD.No.21) 
CGN'i.9 

(SEQ. ID.No.22) 


CGNS^ 

(SEQ. ID.No.23) 
N1.9GGTCTCN 
(SEQ. ID.No. 24) 


Ni^CGAGA 
(SEQ. ID.No. 25) 


Bbsl/Acc36l 
(bipartite) 


Ni.gGAAGACNN 
(SEQ. ID.No. 26) 
TTCNi.fl 

(SEQ. ID.N0. 27) 


CAGGTN1.9 
(SEQ. ID.No. 28) 
NVflACCTGCNNNN 
(SEQ. ID.N0. 29) 


NNNNNNGTC 
(SEQ. ID.No. 30) 
NNNNN*4G 
(SEQ. ID.No. 31) 



Dabei bedeutet: N ein belieblges der Nukleotlde A. G, C Oder T; N' das Jeweils zu N an der korrespondlerenden 
Position im Gegenstrang komplementdre Nukleotid X ein betlebiges nukieotldisches oder nlchtnu- 
kleotldisches Element (ggf. mit eInerentBprechenden Modifikatlon), welches zu elnerKettenbildung 
bemhigtlst. 



[0045] Die Subskriptnummem geben die Anzahl der Jewelligen Elemente an. 



Tabelle 2: Beispielhafte Kombination der Ericennungssequenzen von Restriktionsenzymen 
vom Typ IIS in den Oligonukleotiden der Klasse 1 und 2 



Erkennungssequenz der Klasse 1 


Erkennungssequenz der Klasse 2 


CGTCTCN'^NNNN.(E8p3I, BsmBO 
(SEQJD.No]) 


GGTCTCN'^NNNN.CBsal, Eco31L..) 
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GGTCTCN'^NNNN_(BsaI, Eco31I...) 


CGTCTCN^NNNN_(Esp3I, BsmBI) 


GAAGACNN''NNNN_(BbsI, Bpil. . .) 

(SED ID No i\ 


ACCn'GCNNNN'^NNNN_(BspMI. Acc36I) 


ACCTGCNNNN'^NNNN_(B8pMI, Acc36I) 


GAAGACNN'^NNNN_(BbsI, Bpil. . .) 


GCAGTG_NN^(Bt5l) 


GCAATO_NN'^ (BsrDI, BseSDI, ..) 


GCAATGJW (BsrDI, Bse3DI. ..) 


GCAGTGJW^ (BtsI) 


GTATCCNNNNN_N^ (BciVI, Bfiil) 


ACrrGGGNNNN_N^ (Bfil, Bmrl) 


ACTGGGNNNN.N'^ (JBSt, Bmrl) 

(S£Q.ID.N0.5) 


GTATCCaWNNN_N^ (BciV^ Bfiil) 


GGCGGANNNNNNNNN.NN'^ (Ecil) 


GAGGAGNNNNNNNNNN'^ (BseRI) 


GAGGAGNmrnmUJiN" (EfseRI) 


(3GCGGA>MWNNN1WNN'^ (Ecil) 


C ACCTGCNNNN^NNNN_ (Aarl) 

(SEQ.ID.No. 11) 


CAC3CTCNNNNNNN'*NNNN_ (Acelll) 


CAGCTCNNNNNNN^NNNN, (Acem) 

(SEQ.ID.No.12) 


CACXrrCCNNNN'^NNNN, (AarQ 


(3CTCnTCN'^NNN_ (Sapl) 
(SEQ.ID.No.13) 


- (Adapter Linker erfoiderlich) 



Dabei bedeutet: N ein Jedes der Nukleotide A, G. C Oder T; Adie SchnittsteOe Im "oberen" Strang, d.h. 5'->3* von 
links nach rechts _dle Schnlttstelle Im "unteren" Strang. d.h.5*->3' von rechts nach links 

[0048] Bevorzugte Paarungen eines ersten und eines zwolten Restrlktionsenzym vom Typ IIS zu Zwecken der Ver- 
wendung der belden Klassen von Oligonukleotlden und des LInker-MolekQIs fur die Synthese einer NuklelnsSure, 
bevorzugterWeise eInerDNAsInd diefolgenden: EcoSII/Espai (37«C). Bsal/BsmBI (50*C), BsmBI/Bsal (55''C), Bbsl/ 
BspMl (37»C). BspMI/Bbsl (37«C) BsrDI/BtsI (65«C), Btsl/BsrDI (37X), BciVI/Bmrl (37»C). Aarl/Acelll {37<»C). Ecil/ 
BseRI (37*»C) und Bmrl/BcIV! (37'»C). (Die in Klammem angegebenenTemperaturen stnd die bei der jewelllgen Paarung 
venwendeten Inkubationstemperaturen.). Die Isoschlzomeren zu diesen Enzymen (Bsal: Bso31. Eco31l; BsmBI: 
E8p3l; Bbsl: Bpil .BpuAl; BspMI: Acc36l; BsriDI:Bse3DI. BseMI; Bmrl: Bfil) stellen potenzielle Ausweichkandidaten dar; 
2.T. warden diese aus klonlerten Vektoren Oberexprlmiert und in h6herer Ausbeute bzw. Relnhelt produzlert. Isoschl- 
zomere werden auch dann bevorzugt venvendet, wenn die Lagerfahigkeit eInes Enzyms vergllchen mit selnem Iso- 
schlzomeren beschrfinkt ist, 

[0047] Wlrd nun beisplelsweise Bsal als Restriktionsenzym venwendet, wlrd ein Oberhang aus vier Nukleotlden er- 
zeugt, welcher eine belieblge Sequenz aufweisen kann. Da an eIner jeden der vier Nukleotldpositionen Im Prlnzip alle 
vier Nukleotide (A, G, C. 7) stehen konnen. kann mit insgesamt 256 LInkem eIne jede aus vier Nukleotlden bestehende 
Sequenz dargestellt werden. Ein derartlger Linker kann sodann mit einem Oligonukleotid Inf olge der Komplementaritai 
der Sequenzen von tell A des Linkers mit dem einzeistrflnglgen Tell des Oligonukleotides hybridislert werden. Betrigt 
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der durch das Restriktlonsenzym erzeugte Ubertiang zwei Nukleotide. wird die entsprechende Linker-Bibliothek 16 
Elemente, bei einem Oberhang von drel Nukleotiden 84 Elemente. bel einem Oberhang von fOnf NukJeotiden 1024, 
bei einem Obertiang von sechs Nukleollden 4096 und bei einem Oberhang von sleben Nukleotiden 16384 Elemente 
umfassen. 

[0048] Bei derartigen Bibliomeken ist anzumerken, dass der Tell B bel Betrachtung des einzelnen Linkers scheinbar 
eine bellebige Sequenz aufwelst, jedoch In der Gesamtheit die Linker einer entsprechenden Blbllotiiek den gesamten, 
durch die LSnge des Uberhanges definierten Sequenzraum abdecken und in einem Jeden Fall eine definierte, d. h, 
nicht randomislerte Abfolge von Nukleotiden umfassen. 

[0049] Die vorstehende Konzeptlon der Paarblldung aus einem Ollgonukleotid der ersten Klasse. iilerin auch als 
erstes Ollgonukleotid bezelchnet. und einem entspreciienden Linker, deflniert durcii ein speziflsches Restriktlonsen- 
zym, wobel das die Klasse des Ollgonuklcotlds deflnierende Restriktlonsenzym das glelciie Ist, wie das die Klasse 
des Linkers deflnierende Restriktlonsenzym vom Typ IIS, kann nun In glelcher Art und Welse durchgefuhrt warden fQr 
ein Paar aus Linker und Ollgonukleotid einer zweiten Klasse, die durch ein anderes. zweites Restriktlonsenzym vom 
Typ IIS deflniert werden, und sodann Komplexe aus Linker und Oligomer hergestellt werden. Nachdem In diesem Falle 
ein anderes Restriktlonsenzym vom lyp IIS venvendet wird, wifd steh Tell A des Linkers von dem vorstehend im Zu- 
sammenhang mtt dem ersten Restrlktionsenzym vom Typ 118 baschrlebenen Linker unterschelden. Tell B wird jedoch, 
wiederum In Abhfingigkeit von der Lfinge des durch das Restriktlonsenzym vom Typ IIS erzeugte Ende ausgestaltet 
sein und Insgesamt einen entsprechenden Sequenzraum deflnleren. 

[0050] Durch das vorstehend beschrlebene Vorgehen liegen somit typischer Weise zwel Linker-Blbllolheken vor, die 
bedingt durch die Spezlfitdt bzw. Komplementaritflt der Ert<ennungsste!le des Jewelllgen Restriktionsenzyms vom Typ 
IIS mit Jewells einem korrespondierenden Ollgonukleotid hybridlsleren konnon. Nach der Hybridlsierung und ggf. Ll- 
glerung des Linkers mit dem Ollgonukleotid wird diesertypischerWeisephosphoryliert und der durch Tell B des Linkers 
generierte Obertiang mittels einer Polymerase aufgefOllt, so dass der Komplex aus Ollgonukleotid und Linker nun als 
glattendlges OligonukleotM vorllegt. Dieser Vorgang wird fOr das Ollgonukleotid der zweiten Klasse und den entspre- 
chenden Linker (der zweiten Klasse) wiederhott. AnschlieQend werden die beiden um den Linker veriftngerten glat- 
tendlgen Otigonukleotlde miteinander liglert und anschlleSend mit einem der beiden Restriktlonsenzyme vom Typ IIS 
gespalten. Infolgedessen kommt es zu einer Verlftngerung des einen Oder des anderen Ollgonukleotlds. Die Anzahl 
der angefOgten Nukleotide wird dabel durch die Lflnge des Uberiianges bestlmmt, welcher von dem jewells fOr die 
Spaltung der beiden llglerten glattendigen Ollgonukleotlde ven/vendeten Enzym produzlert wird. 
[0051] Der gezlelte Aufbau einer definierten Nukleinsfiure wird durch Anwendung und Wiederholung des oben be- 
schriebenen schematlschen Reaktionsgeschehens dadurch mdglich, dass aus der LInker-Bibllothek jene Linker ge- 
wdhltwerden, die ats Tell B die Sequenz enthalten, diezu einer berelts bestehenden Oder aufzubauenden NuklelnsAure 
hinzugefugt werden solL Nach Spaltung des LIgationsproduktes aus den beiden glattendigen Ollgonukleotiden erhalt 
man ein abgespaltenes Ollgonukleotid, welches in der Gensynthese nach dem Sloning-Verfahren, wie sie Gegenstand 
der Inlemationalen Patentanmeldung WO 00/75368 Ist, eingesetzt werden kann. In diesem Verfahren werden groBere 
Gene dadurch hergestellt, dasszunfichst in parailelen ReaktionsansStzenTellfragmente durch sequenzielleLlgationen 
von unmodlflzlerten doppelstrflnglgen Ollgonukleotiden (sogenannten Splinkem) an ein Qber eine Modiflkatlon immo- 
bllislerbare Ollgonukleotlde (sogenannte Anchor) aufgebaut werden. Die dabel entstehenden LIgatlonsprodukte wer- 
den nach jedem Schritt mit dem Restriktlonsenzym gespatten, dessen Eri<ennungssequenz In den aniigierten Splln- 
kemfiolekOlen enthalten Ist. Dadurch verbleibt Jewells nurdervariableTeli derSpllnker an dem Anchor MolekOI, wfihrend 
der konstante Toll durch das Restriktlonsenzym abgetrennl und durch einen Waschschritt aus dem Reaktionsansatz 
entfemt wird. Je nach der zu synthetlslerenden Tellsequenz wird fur Jeden Einzelschritt der hlerfiir benStlgte Spllnker 
aus einer BIbliothek aller Spllnker ausgewfthlt. AnschlleBend wini die eine Hfllfte der so erhaltenen Fragmente mit 
dem Anchor-spezfischen Restriktlonsenzym behandelt, die andere Hfilfte der Fragmente mit dem Splinker-spezlfl- 
schen Enzym. Jedes dieser Fragmente welst nun einen elnzelstrftnglgen Oberhang auf, welcher komplementflr zu 
dem Obertiang des In der Abfolge der zu synthetlslerenden Gensequenz nflchsten Fragments ist. Durch Ligation der 
nebenelnander llegenden Fragmente (sogenannte Transposition) verdoppeltsich die LSnge der nunmehrvortiegenden 
Fragmente, wflhrend sich die Anzahl der Fragmente haiblert. Mit jeder welteren Transposition verdoppelt sich die 
Lflnge der Tellfragmente bis schlleBllch nur noch ein Fragment iibrig ist, welches Im Nomialfall die gesamte zu syn- 
thetlslerende Gensequenz enthdlt. 

[0052] In seiner Allgemeinheit formullert, umfasst dieses Vertahren, das hierin auch allgemeln ats das Sloning-Ver- 
fahren bezelchnet wird, somIt die folgenden Schritte: 

a) Bereltstellen eines Ollgonukleotlds, das hergestellt Ist durch die folgenden Schritte: 

aa) Kopplung eInes Ollgonukleotlds mit einem Ende an eine feste Matrix, wobel die Kopplung uber eine Mo- 
dlfikation erfolgt, und das Ollgonukleotid eine Ericennungssequenz fOr ein TypllS Restriktlonsenzym enthftlt. 
welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schnsldet, 
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ab) Zugabe eines weiteren, mindestens tellwelse doppelstrftnglgen Oligonukleotids mit einer anderen Erken- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet. 
als in Schritt aa). wobel dieses Ollgonukleotid nicht an die Matrix binden kann. 

ac) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockiemng der nicht zu liglerenden 
Enden festgelegten Ortentierung, 

ad) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaftung des LIgationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypilS Restriktlonsenzym. welches auSerhalb 
seiner Ertcennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung In der Nuklelnsfiuresequenz des OllgonukJeotids 
aus Schritt ab)stattflndet. 

at) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen veriftngerten Ollgonukleotid aus Schritt 
aa). 

ag) mindestens einmallges Wiedertiolen der Schrltte ab) bis af), 

b) Baraitstellen eines weiteren Oligonukleotfds. das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Kopplung eines Oligonukleotids mit einem Ende an eine feste Matrix, wobel die Kopplung uber eine Mo- 
diflkation erfolgt, und das Ollgonukleotid eine Ericennungssequenz fOr ein TypllS Restriktlonsenzym enthftit, 
welches au3erhalb seiner Ertcennungssequenz schneidet, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teilweise doppeistrfingigen Oligonukleotids mit einer anderen Ertcen- 
nungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBert^alb seine Erkennungssequenz schneidet, 
als In Schritt ba), wobel dieses Ollgonukleotid nicht an die Matrix binden kann, 

be) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blockiemng der nicht zu liglerenden 
Enden festgelegten Ortentierung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Llgationsproduktes aus Schrttt be) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, wetehes auBerhalb 
seine Ertcennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oiigonukleotkl in Schritt bb) stattflndet, 

bf) Abtrennen des so vertflngeiten NukleinsfluremoiekQis vom Reaktionsgemisch, 

bg) mindestens elnmaliges Wiedertiolen der Schrttte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die letzte Ligation In 
Schritt be) und Entfemen nIcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das LIgatlonspordukt mit einem TVpllS 
Restriktlonsenzym geschnitten wird, 

wobel die Spaltung in Ollgonukleotid In Schritt ba) stattflndet, 

c) Ligation der OligonuWeotlde aus Schritt a) und b) In der durch die Blocklerung der nicht zu liglerenden Enden 
festgelegten Ortentlenjng, 

d) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des Llgationsproduktes aus Schrttt c) mit einem TypilS Restrtktlonsenzym, welches auBertialb seiner 
Ertcennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung Im Ollgonukleotid aus Schritt a) oder b) stattflndet. 

f) Abtrennen des so vertingerten NukleinsfiuremolekOls vom Reaktionsgemisch. 

[00531 Der Begriff der festen Matrix, wie er hierin venvendet wIrd, bezelchnet allgemein eine jegllche Oberfiache. an 
der eine Kopplung mindestens einer der Reaktanten stattfinden kann. Insbesondere zfthlen hierzu Oberflachenformen 
wie Filter, Follen. Membranen, Chips. Flatten, KQgelchen (engl. beads) und Sflulen. Oiese Oberflftchenfomien konnen 
aus einem derfolgenden Materiallen hergestellt sein: Potymerewie Kunststoffe, beisplelsweise Poiystyrol, Pofyacetal, 
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Polyacrylamlde. Polyvlnylldenfluorid, Agarose, Sepharose. Cellulose; Sdizlum. Glas (Sllikatglas) und Kieselgel. DIese 
Materiallen kdnnen In olner oder mehreren dem Fachmann bekannten Art und Welsen modlfiziert werden. 
[0054] Die Kopplung kann auf Selten der OllgonuWeotlde dadurch erfolgen. das eine Modlfizierung Intern, d.h. an 
einem nfeht-termlnalen Nukleotid des Polynu Weotlds, oder terminal, d.h. an einem terminalen Nukloetid, vorltegt. Letz- 
teres wird Insbesondere dann moglich sein, wenn das Oligonukleotid ais eIne zwelteillge (engl. bipartite) Struktur vor- 
llegt. Derartlge Modlf Izlerungen. die eine Kopplung eines Oltoonukleotids an eine Oberfiache. insbesondere eine mo- 
diflzierte Oberfiache eriauben, sind den Fachleuten auf dem Geblet bekannt und umfassen beispielsweise Biotin, Iml- 
noblotin, Digoxygenin, Sulfhydrylgruppen. DIclycohexytearbodiimId, Ruorescein. Acridln und Rhodamin. 
[0055] Die Kopplung kann auf Selten der festen Matrix durch eine oder mehrere der folgenden IVlodifizienjngen 
erfolgen: Avidine, wie Streptavldin, monomeres Avidin, an den Tyroainresten modifiziertes Avidin; Antlkorper, Insbe- 
sondere solche. die gegen die vorstehend genannten Verbindungen gerichtet sind, und Sulfhydrylgruppen. 
[0056] Es 1st Im Rahman der Fflhigkelten der Fachleute auf dem Geblet. geeignete Komblnatlonen der voretehenden 
Modifizlerungen der Reaktionspartner zu bestimmen. 

[0057] In elner Welterentwicklung des Verfahrens nach WO 00/75368 kfinnen aber auch mehrere Genvarlanten 
glelchzeltlg hergestellt werden. Urn Tellfragmente mit terminal verschledenen Sequenzen herstellen zu k6nnen. ist 
dazu folgende Modifikatlon des Protokolls notwendig: Nach der Ligation eines modlfizlerten Splinkers an einen ver- 
langerten Anchor (nach vorherlger Btockierung der vorhandenen BIndungssteilen an der Festphase) wIrd das entstan- 
dene Anchor-SpllnkerLlgationsproduklnicht mit derSpIlnker-spezlflschenRestriktionsendonukleasegeschnmen.son- 
dem mit dem Anchor-speziflschen Restrlktionsenzym. HIerdurch entstehen doppelstrflnglge DNA i^olekule, welche 
an einem Ende einen elnzelstrflnglgen Oberhang aufwelsen, Jedoch trotz Ihrer Modifikatlon nicht mehr an die feste 
Matrix gebunden sind. Diese DNA Molekule konnen daher Jetzt auf verschiedene ReakllonsgefaBe aufgetellt und an 
eine Festphase gebunden werden. Nach emeuterBlockierungfreier BIndungssteilen. Ugation neuer Anchormolekuie 
sowie Spaltung mit der Splinker-spezifischen RestrfkUonsendonuklease k6nnen nun verschiedene Spllnker ligiert an- 
ligiert werden, die sich in der Uberhangsequenz unterschelden. nteht aber In den an den Oberhang unmittelbar an- 
grenzenden Nukleotiden. wetehe nach der folgenden Restriktion den nfichsten Oberhang biiden. Auf diese Weise 
kSnnen mehrere verschiedene Tellfragmente aul^ebaut werden. Diese Fragmente werden Im nfichsten Schritt mit 
Spilnkem ligiert. welche im Anschluss an die Oberhangsequenzen wieder die gielche Sequenz aufweisen, so dass 
alle Varianten Fragmente nach der folgenden Spaltung mit dem In der autzubauenden Gensequenz folgenden Frag- 
ment verknupft werden kdnnen. Um eine annfihernd flqulmolare Aufteilung dieser verschledenen Fragmente zu en-el- 
chen, mussen auch alle anderen. parallel hergestellten Llgationsprodukte entsprechend behandelt und portionlert wer- 
den. HIerzu ist es notwendig, dass diejenigen Fragmente. die nach dem ursprOngiichen Verfahren am Anchor verblel- 
ben nach dem Schnelden mit der Anchor-spezlflschen Restrfktionsendonuklease erst wieder mit einem AnchormolekOI 
ligiert werden mussen, um die Reaklion fortfOhren zu k6nnen. Dieser Aspekt der Erflndung wird in den Figs. 9 bis 1 4 
illustrlert, 

[0058] Nach Bedarf kann sich nach der letzten Transposition eine Polymerase Kettenreaktion (PGR) anschlieBen, 
in welcher ais Primer Oiigonukleotide verwendet werden. die zu den konstanten Telien der Anchor bzw. Splinker kom- 
plementflr sind. Auf diese Weise kdnnen Veriuste durch die Aufteilung der Reaktlonen wieder kompensiert werden. 
Vorzugswelse werden hierbel thermostablle Polymerasen mit Proofreading Funktlon eingesetzt. um moglichst wenige 
zusdtzilche Fehler etnzufuhren. 

[0059] EIn ahnllches Verfahren kann angewendet werden, um zu verhlndern, dass verkOrzte Llgationsprodukte, wel- 
che durch inkompiette Spaltungen mit der Splinker-spezifischen Restriktlonsendonuklease entstehen kdnnen, nicht in 
die folgenden Transposltlonsreaktionen (o Ubertragung von verifingerten SpiinkemiolekQIen nach dem Schnelden mIt 
der Anchor-speziflschen Restrlktlonsendonuktease) verschleppt werden und so zu Deletlonsmutatlonen fOhren kdn- 
nen. Hierbel werden an Steiie der Jeweils letzten SpllnkermolekQle am Ende des Ligation/Restrlktion-Zyklus Anchor- 
molekOle ligiert. welche jedoch eine Erkennungssequenz fGr das Spllnker-spezlflsche Restrlktionsenzym enthalten 
(sogenannte Splinker-Anchor). Durch eine Blockierung noch vorhandener freler BIndungssteilen der Festphase wird 
gewahrlelstet, dass die Splinker-Anchor nur mittels Ligation an die veriangerten Anchor an die Festphase gekoppeit 
werden. Nach der Spaltung der so entstandenen Llgationsprodukte mit dem Anchor-spezlfischen Restrlktionsenzym 
welsen nur diejenigen MolekQIe. welche Im letzten Schritt einen modiflzierten Splinker-Anchor erhalten haben, die 
entsprechende Modifikatlon auf und kdnnen daher in einem nftchslen Schrftt nach OberfOhrung In eih neues Re'aktl- 
onsgefara durch Bindung an eine Festphase von nicht modlfizlerten Telifragmenten abgetrennl werden. Dieser Aspekt 
der Erflndung wird in den Figs. 1 5 bis 1 7 hierin weiter eriautert. 

[0060] Des Weiteren ist auch die Umkehrung des In der Anmeldung WO 00/75368 beschrlebenen Vorgehens mog- 
lich: anstatt die Genfragmente an den an eine Festphase gekoppelten Anchor Oiigonukleotide aufzubauen, kdnnen 
die Ugationen prinzlplell auch in Ldsung erfolgen. wobel jeweils modlflzlerte Splinker-Anchor statt Spllnker Oiigonu- 
kleotide ligiert werden. Nach der Restriktion mit der Splinker-spezifischen Restriktlonsendonuklease verbielben nun- 
mehr die nicht geschnlttenen Llgationsprodukte an der Festphase wflhrend die durch die Restriktion frel gesetzten 
Fragmente in die weiteren Reaktionsanafltze ObarfOhrt werden kdnnen. Bevorzugter Weise kdnnen bei dieser Vorge- 
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henswetee Enzyme eingesetzt werden. die selbst eine Modifikation tragen und somit ebenfalls In den Reaktionsan- 
sdtzen zuiOckgehatten werden. Eine Hitzedenaturierung der Enzyme 1st damit nicht mehr notwendig. Dieser Aspekt 
der Erfindung wird In den Figs. 18 bis 20 im Detali beschrleben. 

[0061] Prinzipieil konnen aufsynthetisierte Teilfragmente durch Kombinatbn der in den letzten betden Absatzen be- 
5 schriebenen Verfahren nach BeKeben zwischen Anchor und Splinker-Anchor hin und her transferiert werden (Transfer- 
Reaktion). Eine Identische Uberhangsequenz vorausgesetzt, kdnnen so beiiebige Genfragmente aus verschledenen 
Synthesen miteinander kombinlert werden. Dieses "Mlnl-Exon-Shuffling" eignet sich beispielsweise hervorragend fOr 
die Herstellung von Designerproteinen oderzur Optimierung enzymatischer Eigenschaften durch die Kombination von 
l\1utanten mit erhdhter AktMtfit bzw. Stabiiitfit. 
10 [0082] Das in der Anmeldung WO 00/75368 beschriebene Gensyntheseverfahren war In der Auswahl der zu syn- 
thetlsierenden NukleinsSuren insoweit eingeschrankt ais dass die Erkennungssequenzen der verwendeten Anchor- 
und Spiinker-spezitlschen Restriktionsendonukleasen in derzu synthetisierenden Sequenz nicht auftreten durften, da 
diese zu intemen Spaltungen derJetifragmente fOhren wurde. Diese Beschrankung konnta dadurch umgangen werden, 
dass belm Zusammensetzen einer soichen Sequenz ein Splinker mit einer Erkennungssequenz fQr eine alternative 
IS Restrlktionsendonuklease venvendet wIrd und das LIgatlonsprodukt dann anschlieBend mit der entsprechenden Me- 
thylase behandelt wird. Die methylierten intemen Sequenzen sind dann vor der Spattung mit der entsprechenden 
Restrlktionsendonuklease geschOtzt. wShrend die Anchor und Splinker nach wie vor abgetrennt werden kdnnen . Dieser 
Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 21 bis 22 welter ausgefuhrt. 

[0063] SchileBiich kann eine Verbesserung des Verfahrens der ursprungilchen Anmeidung dadurch erreicht werden, 

so dass der Einsatz von Splinker Oligonukieotiden mit einem nur drei Nuieotlde groBem Uberhang mdgiich ist, obwohi 
bislang kein Paar von Restriktionsendonukleasen bekannt 1st, welche einen drei Nukleotide tangen Oberhang produ- 
zieren und daruber hinaus voneinander unterscheidbare Erkennungssequenzen aufweisen. Deis Problem, dass die 
Genfragmente dann nteht durch Spaltungen an entweder dem einen oder dem anderen Ende in den Transpositionen 
zusammen gesetzt werden kdnnen, kann namlich dadurch umgangen werden, dass der letzte hinzuzufugende Splinker 

ss eln Adapter ist, d.h. zwar ein drei Nukleotide langes uberstehendes Ende aufweist, aber eine Erkennungssequenz fur 
eIn Restriktlonsenzym beinhaitet, welches einen vier Nukleotide langen Uberhang erzeugt. Der Einsatz sotcher Splin- 
ker-Adapter Ist insoweit von Vorteii, ais dass nur eine Spllnkerbibiiothek kleinerer Kompiexltdt notwendig ist (4096 start 
65638) und drei Nukleotide iange Uberhflnge niemals selbstkompiementftr sein konnen. Da zudem die Gene dann im 
Triptettrasterautgebaut werden kdnnen, istfOrcodierende Regionen eine weitere Einschrdnkungder Komptexltdtmdg- 

30 iich, da nk:ht fur aiie Codons Splinker bereit gesteilt werden mussen. insgesamt werden 256 verschiedene Splinker- 
Adapter bendtigt, um aile Sequenzvarlanten abdecken zu kdnnen; beschrflnkt man sich auf die 30 hftuf igsten Codons, 
warden 120 ausrekshen. Dieser Aspekt der Erfindung wird in den Figs. 2 bis 8 nSher eridutert. 
[0064] Der Hauptaspekt der vorllegenden Erfindung beruht darauf , dass es mit Hllfe der hier beschriebenen Verfah- 
ren mdgiich Ist, die QrdBe der fOr die Synthesen von bellebigen Genen notwendigen Oligonukleotld-Bibiiothek durch 

55 eine komblnatorische Herstellung aus zwel kleineren Bibilotheken entscheidend zu vemngem. Aus dieser Vorgehens- 
weise resuitieren gegenOberdem berelts sehr vorteilhaften Sioning-Verfahren weitere deutliche Vorteile, werden doch 
nicht mehr standardislerte Eiemente mit L.dngen von 30 bis 40 Nukieotlden venvendet, sondern vielmehr Linkennoie- 
kQle, welche l&ngen von typischer Weise 6 bis 11 Nukieotlden aufweisen. Hierdurch wird der erreichbare Aufreini- 
gungsgrad der standardisierten Ollgonukleotidbausteine extrem verbessert und somit die Grundiage fOr eine sehr 

40 zuveridsslge und automatislerbare NuklelnsSuresynthese geschaifen. 

[0065] Ein weiterer Vorteii des erfindungsgem&Ben Verfahrens, wie er sk:h aus der vorstehenden Darsteliung ergibt, 
besteht darin, dass die GrdBe der BIbliothek der Linker im Faile eines Oberhanges von vier Nukieotlden ledlgllch 256 
betrfigt, wobei diese fur Jedes Restrlkllonsenzym vom Typ lis, wetehes auf Seiten der Oligonukleotide verwendet wird, 
. entsprechend hergestellt werden muss. Somit erglbt sich, dass insgesamt Im vorstehend genannten Belspiei ledlgiich 

43 512 verschiedene Linker sowie zwei Oligonukleotide Ueweiis eines fur eine jede Kiasse) hergestellt werden mOssen. 
gegenuber insgesamt 65.536 Oligonukieotiden (bei der Venvendung von Restrlktionsenzymen, die einen Oberhang 
gegenuber Ihrer Erkennungssequenz von vier Nukieotlden erzeugen). 

[0066] Eine ganz besonders bevorzugte weitere Ausfuhnjngsfomfi sowohi hinsichtlich der Linker, wie auch der sich 
daraus ergebenden Bibilotheken kann dann reallsiert werden. wenn sich wie Im Falle des Restriktionsenzym-Paares 

so Eco31l/E8p3l. die Erkennungssequenz iediglich in einem Nukleotid unterscheidet. Unter diesen Umstanden ist es . 
mdgiich, dass statt der erforderltohen 512 (256 Unker fOr Kiasse 1 und 256 UnkerfQr Kiasse 2) verschledenen Ele- 
menten ledlgllch elnmal 256 verschiedene Unker hergestellt werden mOssen. wenn das eine Nukleotid, in dem sich 
die beiden Restriktionsenzyme des Restriktionsenzympaares unterschelden nichl in Tail A des Linkers, sondem Im 
tenninaien Tell des doppelstrangigen Berebhes des Oiigonukieotides angeordnet ist. 

ss [0067] In der folgenden Tabelle 2 werden Sequenzen fQr Vertreter der beiden Klassen von Oligonukieotiden ange- 
geben sowie das zu ihnen kon-espondierende Restriktlonsenzym vom Typ tIS, deren Erkennungssequenz entweder 
vollstfindlg Oder tellweise In dem 3'-OH-0berhang vorhanden ist. 
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Tabelle 2: Sequendielsplele fOr selbstkomplement&re und bipartite Ollgonuideotide 



5 





Restriktions- 


Oligonukleotid 1 


Oligonukleotid 2 


Linker 




enzympaar 


\5' '3' 1 


l5' -3 J 


(5' -3' ) 


10 


Eco31I/E5p3I 


CXSCCCCTTTTGOGOCOTCTCG 


CCCOGGTrTTCCCQQGTCTCa 


NNNNCQAGA 




(SBQ. ZD.No. 9} 


(SEQ. ZD.No. 11) 


(SEQ. ID. NO. 
13) 




BbsI/Acc36I 


TTCG<KmTrCCCGAAGACGC 


CAGGTCGOTTTrCCCACTGGOACGC 


NNNNCC6TC 


15 




(SEQ. ID. No. 10} 


(SBQ. ID. No. 12) 


(SEQ. ZD.No. 
14) 




Eco31I/£sp3I 


GGGGCOTCTOO 


CCGGG6 


NNNNCOAOA 




(bipartite) 


GGCCCC (SEQ. ZD.NO. 17) 


CCCaOGTCTOQ (SEQ. ZD.No. 


(SBQ. ZD.NO. 


20 




19) 


15) 




BbsI/Acc36I 


CCCGAAGACGC 


CAOOTG 


NNNNGCGTC 




(bipartite) 


TTCGGG {SEQ. ID. NO. 


CCCACIQOOACOC (SEQ. 


(SEQ. ZD.NO. 


25 


18) 


ZD.No. 20) 


16) 



[0068] Did hierin offenbarten Nukleinsduremoiekulblbliotheken bestehen aus einer Mehrzahl der erfindungsgema- 
3en einzelstrdngigen Nukleinsduremolekute, wie sie hierfn offenbart warden, Der Begriff einzeistrSngiges Nuklelnsfiu- 
remolekQI und Linker warden hierln. sofem nicht anders angegeben, synonym venvendet. Bevorzugter Weise umfas- 

30 sen diese Nukleinsduremoiekulbibliotheken den gesamten Sequenzraum, wie er durch die Lange dee Ubertianges 
(Tell 8 des Linkers) definlert Ist Es Ist Jedoch auch Im Umfang der vorllegenden Erflndung, dass lediglich ein Tell der 
entaprechenden Linker und somit ein Tell des Sequenzraumes in der NuklelnsauremolekQiblbliothek enthalten ist. 
Daruber hinaus kann das relative VerhSltnis der einzelnen MolekOte in elner derartigen Bibilothek zuelnander sowohl 
gleich als auch unterschiedllch ausgeblldet sein. Belsplelsweise ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung, dass 

35 eolche Sequenzen, die verglek:h8weise selten in den zu synthetisierenden Sequenzen oder natiiriichen Sequenzen 
vorkommen, verglbhen mit anderan, haufigervorkommenderen Sequenzen entsprachend unterrepr§senttert sind. 
[0069] Wie bereits an hand der vorstehenden Beschreibung offenbart wurde, kOnnen sowohl die einzelstrdnglgen 
NuklelnsduremoiekQie, d. h. Linker, als auch die Nukleins^iuremolekui-Blbllotheken Im Rahmen eines Verfahrens zur 
Herstellung eines Nukleinsauremolekuls verwendet werden. Bevorzugter Weise handelt es sich bel diesem Verfahren 

40 um ein Verfahren mit sequenzleller Ligation von Ollgonukleotlden auf sequenzunabhdnglge Weise, wie es in der in- 
temationalen Patentanmeldung WO 00^^5368 beisplelhaft beschrleben Ist Die hierin als Ollgbnukleotide der ersten 
Klasse definlerten Ollgonukleotlde. wobel die Zuordnung dadurch erfoigt, dass ein Oligonukleotid der ersten Ktasse 
eine Ericennungssequenz eines ersten Restriktionsenzym vom Typ IIS oder einen Teil davon oder eine dazu komple- 
mentdre Sequenz umfasst und ein Oligonukleotid derzweiten Klasse eine Erkennungssequenz eines zweiten. vom 

45 ersten Restriktionsenzym verachledenen Restriktionsenzym vom Typ IIS oder ein en Teil davon oder eine dazu kom- 
plementare Sequenz umfasst, kannen dabei ein sogenanntes "Anchor^-Oligonukleotld sein, d.h, eine Modlflkatlon tra- 
gen, die eine Immoblllsierung des Oligonukleotids an elner Festphase eriaubt, und die andere Klasse ein sogenanntes 
"Splinker"- Oligonukleotid, das eine gleich- oder andersartige spaltbare Modlflkatlon aufweist Ansonsten entsprechen 
"Anchor"- und "Splinker^-OIIgonukleotide dem hierin fur die Oligonukleotide beschriebenen Aufbau aus einem einzel- 

so strdnglgen und einem doppelstrangigen Bereich sowie opttonal elner Schleife. 

[0070] Das erfindungsgemfiBe Verfahren sieht dabei vor, dass ein Oligonukleotid elner durch das Vorhandensein 
der Erkennungssequenz. deren komplementdren Sequenz oder Jewells eines Tells davon, eines ersten Restriktlons- 
enzyms vom Typ IIS deflnierten Klasse 1 bereitgestellt wird, wobei dieses Oligonukleotid hinslchtlich der Erkennungs- 
sequenz fQr das erste Restriktionsenzym wie oben offenbart ausgeblldet sein kann. Dieses Im Folgenden ais erstes 

55 Oligonukleotid bezeichnete Oligonukleotid kann eine Modifikation aufwelsen, die eine Befestigung oder Immobiilsie- 
rung des ersten Oligonukleotids an elner Oberfliche. bevorzugter Weise an einer festen Matrix, eriaubt. Bevorzugter 
Weise ist diese Modifikation so ausgebildet, dass eine Abspattung des an die Oberflache gebundenen Oligonukleotids 
erfolgen kann. Zu diesem ersten Oligonukleotid wird ein erflndungsgemaBer Linker unter geeigneten Bedingungen 
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hinzugegeben. so dase eine Hybridisierung zwtschen dem ersten Ollgonukleotld und dem Linker erfolgt. Die Hybridl- 
slerung bemht auf der Komplementaritfit von Toil A des Linkers mit dem einzelstrangigen Tell des Ollgonukleotlds. 
Durch die Hybridisierung wird ein Doppelstrang geblldet, der die vodstflndlge Erkennungssequenz des besagten Re- 
striktionsenzyms vom Typ IIS enthSlt. Die MengenverhSltnlsse zwischen dem ersten Oligonukleotid und dem Linker 
werden entsprechend den Erfordemlssen einer efflzienten Ligation ausgesialtet, wobel typlscher Welse vorgesehen 
ist, dass der vergleichsweise kleinere Linker im Uberschuss zum ersten Oligonukleotid hinzugegeben wird. 
[0071] Als nflchster Schritt kann nach Behandiung mit eIner Kinase der 5'-uberhingende Teil des ersten Oligonu- 
kleotldes aufgefullt und sonr^it glattendig gemacht werden. Bevorzugter Welse wird vor dem AuffOllen, typischer Weise 
unter Verwendung d^ Klenow-Fragnientes der T4 DNA-Poiymerase. der Uberschuss des Linkers entfemt. Dlese 
Entfernung kann In dem Fall, dass das erste Oligonukleotid an einer festen Matrix immobillslert Ist, durch entsprechende 
Waschschrltte erfolgen. AlternatIv kann vorgesehen seln. dass eine Auftrennung der verschledenen MolekQIe. Insbe- 
sondere eine Abtrennung des Linkers fOr den Fail, dass das erste Ollgonukleotld nicht Immobillslert ist, mittels geelg- 
neter Trenntechniken, wie belspielsweise Gelelektrophorese oder Gelflltratlon, erfolgen. Neben der bevorzugter Welse 
eitolgenden Entfernung des nIcht llglerten Oberschusses an LInkem werden entweder gleichzeitig Oder In verschle- 
denen Schrltien auch die welteren Komponenten des Reaktlonsansatzes, d. h. Kinase, Klenow-Fragment und die bel 
der Auffullung nicht umgesetzten Nukfeosid-triphosphate entfemt 

[0072] Parallel dazu oder Im Nachgang dazu wird anschileBend ein Oligonukleotid der zweiten Klasse, hierin auch 
als zwertes Ollgonukleotld bezetehnet, bereltgesteilt, wobei sich dieses Ollgonukleotld bzw. die Klasse dadurch aus- 
zelchnet, dass sle vollstandig oder teilwelse die Erkennungssequenz eines von der Klasse 1 unterschiedllchen Re- 
strlktions-enzyms vom Typ IIS bzw. die komplementflre Sequenz hierzu umfassen und dlese nun mit einem entspre- 
chenden Linker umgesetzt wird, dessen Tell A zu dem elnzelstrSnglgen Bereich des OllgonukJeotlds kompiementar 
Ist, und nach Ligation und Auffullen am Ende auch hier ein glattendlges Oligonukleotid vorhanden ist, Auch das zweite 
Ollgonukleotld kann. nun versehen mit dem Linker und entsprechend aufgefOlit. an eIner Oberfldche Immobnislert 
voriiegen. 

[0073] In eInem nachsten Schritt werden die glattendigen Oligonukleotide miteinander In Kontakt gebracht. wobei 
bevorzugter Weise entweder das erste Ollgonukleotki oder das zweite Ollgonukleotld an einer Oberflflche Immobillslert 
voriiegen. Ea Ist Jedoch auch Im Rahmen des erflndungsgemSBen Verf ahrens, dass beide glattendigen Oligonukleotide 
In Ldsung voriiegen. Die belden glattendigen Oligonukleotide, welche gegenQber den jewelllgen Ausgangsollgonu- 
kleotlden Jewells urn die Lftnge des LInkeruberhangs an Ihrem 5'-Ende verlflngert sind, werden unter Verwendung einer 
Ligaseaktivltat llgiert. Die nicht umgesetzten Molekuie sowie die verwendeten Enzyme konnen nach den den Fach- 
teuten auf dem Gebiet bekannten Verfahren ielcht entfemt werden, so belspielsweise fOr den Fall, dass die gesamte 
Reaktlon In Ldsung erfolgt Ist, durch Gelelektrophorese, fOr den Fall, dass eines der Oligonukleotide an einer Ober- 
tl&che inrimoblilsiert vortiegt und somit auch das Llgattonsprodukt, durch Waschen unter Venwendung geelgneter 
Waschtdsungen. 

[0074] In einem weiteren Schritt wird unter Verwendung eines der beiden Restriktlonsenzyme vom Typ IIS ein 011- 
gonukleotkl vom Ligationsprodukt zwischen den belden glattendigen, aufgefullten Ausgangsoligonukleotiden abge- 
trennt. Dieses unterscheldet sich gegenQber dem ursprClngllch eingesetzten Ollgonukleotld dadurch, dass dieses die 
varlablen Nukleotide (Tell B) des zuvor llglerten Linkers enthfllt, ebenso wle die variablen Nukleotlde des zweiten 
Linkers weteher mit dem zweiten Ollgonukleotld verbunden wurde. 

[0075] Bel der AusfQhaingsfonn des erflndungsgemfiBen Verfahrens, bel dem wenlgstens eines der Oligonukleotide 
an eine feste Phase Immobillslert Ist, schlieBt steh vor dem Schneldeschrttt durch das Restriklionsenzym vom Typ IIS 
noch der Schritt an, das aus dem glattendigen und aufgefOiltem ersten Ollgonukleotld und dem glattendigen und auf- 
gefailten zweiten Oligonukleotid entstandene Ligationsprodukt von der OberfiSche durch Spaltung der durch die in 
dem Oligonukleotid vorhandenen Modifikatlon ausgeblldeten Verbindung zwischen dem Ligationsprodukt und der fe- 
sten Oberfldche abgetrannt wird. 

[0076] Der erfindungsgem§3e Kit umfasst wenlgstens eines der erfindungsgemaSen einzelstrfinglgen Nuklelnsdu- 
remolekule, d. h. Linker. Bevorzugter Welse umfasst ein derartlger Kit eine dor erfindungsgemaSen Nuklelnsaurebi- 
bllotheken, oder einen Teil davon. In einer Ausfuhrungsfomi umfasst der Kit darQber hinaus noch geeignete Puffer, 
Enzymaktlvitaten wie Ugasen, Topolsomerasen. 3'-5'-Exonukieasen, Phosphatasen, TVp IIS-Restriktlonsendonuklea- 
sen, Oder geeignete Oberfiachen. Bevorzugter Weise umfasst der Kit zwel verschledene Restriktlonsenzyme vom lyp 
IIS, die bevorzugter Weise Oberhange von der glelchen Lange erzeugen. Dabel kann vorgesehen seln, dass die Ober- 
fiachen berelts eines oder mehrere der standardislerten Oligonukleotide aufweisen. 

Ein derartlger Kit dient typlscher Weise zur Herstellung einer NuklelnsSure 

[0077] Der Begriff Nukleinsfiure umfasst hierin bevorzugter Weise Desoxyribonuklelnsaure. 

[0078] Die vorllegende Erflndung wird nun anhand der foigenden Rguren und Belsplele welter eriautert, aus denen 

sich weitere Merivnale, Ausfuhrungsformen und Vorteiie der Eriindung ergeben. Dabei zelgt bzw. zeigen 
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Rg. 1 den Ablauf des erflndungsgemSBen Verfahrens; 

Figs. 2 und 3 die Erzeugung einer Bibllothek von Splinker-MolekQIen mit einem Oberhang von drel Nukleotiden; 
Rgs. 4 und 5 ein Verfahren zum Aufbau einer Bibllothek, welche den Obergang von Spllnker- bzw. Anchor-Mo- 

lekQlen mil einem drel NuWeotide langen Oberhang zu sotehen mIt einem vler NuWeotide langen 
5 Oberhang eriauben; 

Figs. 6 bis 8 eine AusfOhrungsform des Slonlng-Verfahrens unter Venwendung von Anchor- und Spllnker-Mole- 

kulen mtt einem drel Nukleotide tangen Oberhang; 
Figs. 9 bis 1 4 die wesentllchen Schrltte des erflndungsgem&Ben Verfahrens zur simultanen Herstellung verachia- 

dener Genvaiianten unter Anwendung des Slonlng-Verfahrens; 
10 Figs. 15 bis 17 die verschledenen Schritte be! der Entfernung von nicht gespaltenen Fehlsequenzen; 

Figs. 18 bis 20 die verschledenen Schritte bel der Gensynthese In Ldsung, bel der es sich um eine weltere Aus- 

fOhrungsfonm des SlonlngVerfahrens handett; 
Figs. 21 und 22 die wesentltohen Schritte bel der Synthese von DNAFragmenten mit intemer Methylierung gemSfl 

dervorliegenden Erfindung; und 
f 5 Fig. 23 das Verfahren der (Zwischen)- ProduktampUf Ikation. wie es im Rahmen von verschledenen Schrit- 

ten des Slonlng-Verfahrens durchgefOhrt werden kann. 

[0079] Rg. 1 zelgt den Ablauf des erfmdungsgemdBen Verfahrens. bel dem zur Ven-ingerung der GroBe der Bibllothek 
aus Anchor* und Splinker-Molekuten eIn elnzelstrftnglges LInker-MoIekul venvendet wird. Dabei wird in einem ersten 

20 Schritt eIn Oligonukleotid 1 bereitgestelft, das auch als generischer Spllnker oder Master Splinker bezelchnet wird und 
einen einzeistrangigen Berek^h umfassend funf Nukleotide sowie einen doppelstrelngigen Bereich umfassend sleben 
Nukleotide sowie eine Schleife bestehend aus vler Nukleotiden umfasst. Die Schleife tr&gt eine Modifikation X, welche 
geeignet 1st, Oligonukleotid 1 an eine feste Oberfifiche zu binden. Bevorzugter Weise handelt es sich dabei um eine 
reversible Bindung. Das Oiigonuldeotid 1 weist ein uberstehendes 3'-OH-Ende auf. Das 5'-Ende wind chemlsch oder 

^ enzymatisch phosphoryliert. 

[0080] In einem zwerten Schritt wird Oligonukleotid 2 bereitgestellt, welches hierin auch als generischer Anchor oder 
Master anchor bezelchnet wird. Auch Oligonukleotid 2 besteht aus einem einzeistrangigen Bereich umfassend fOnf 
Nukleotide, einem doppelstringigen Bereich umfassend sechs Nukleotide sowie einer Schleife umfassend vler Nu- 
kleotide. Die Schleife trdgt eine Blotlnylierung. die eine Bindung des Oligonukleotides 2 an eine Oberfl&che eriaubt. 

30 Ahnlich wie Oligonukleotid 1 steht das 3'-0H-Ende um funf Nukleotide Qber und das 5'-Ende ist chemisch oder enzy- 
matisch phosphoryliert. Das Gberstehende 3'-0H-Ende von Oligonukleotid 1 stellt dabei die Erkennungssequenz von 
Restrlktlonsenzym X dar. 

[0081] Sowohl Oligonukleotid 1 als auch Oligonukleotid 2 werden unabhAngIg voneinander an einen f esten Trfiger. 
im Fall von blotlnyllerten Oligonukleotlden an Streptavidln-beschichtete Beads oder Mikrotiterplatten nach den IHer- 

3s stetlerangaben gebunden. Zu den Immobilisierten Oligonukleotlden 1 und 2 wird sodann Jewells ein Linker hinzuge- 
geben. Im voriiegenden Falle umfasst Tell A des Linkers die Sequenz CGAGA und entspricht damit dem Kompiemen- 
tarstrang der letzten 4 NuWeotide der Typ lis Restrlktlonsenzyme EcoSI I und Esp3l und hybridislert mil dem entspre- 
chenden EInzelstrang des Oligonukleotids 1. AnschlleBend erfolgt eine Ligation unter Verwendung einer Ligase-Akti- 
vitat und es kommt zur Ausbildung der vollstandlgen Erkennungssequenz von Restriktionsenzym Eco31i. Gleiches 

40 erfolgt an dem ebenfalls an einer Oberflfiche immobilisierten Oligonukleotid 2. Nach Ligation des Linkers an Oligonu- 
kleotid 1 bzw. Ollgonukleotki 2 steht Tell 8 des Linkers in beiden Fdllen uber und definlert den Bereich bzw. die Nu- 
klelnsfiuresequenz, der bzw. die im Rahmen der Synthese aufgebaut werden soli. Dieses Qberstehende Ende wird 
nach KInasebehandtung und Klenow-Polymerasebehandlung mlttels entsprechender Nukleosldtriphosphate spezi- 
fisch aufgefuilt. so dass am Ende ein aufgefOiltes Oligonukleotid (1) bzw. Oligonukleotid (2) ah der Oberfldche immo- 

45 bilislert ist. In Abhdngigkelt von der zu synthetlslerenden Nuklelnsdure werden dabei Jene Linker gew&hlt. deren Tell 
B die gewunschte Sequenz aufwelst. In dem in Fig. 1 dargestellten Verfahren wurde durch geeignete Wahl des Re- 
striktionsenzympaares gewdhrlelstet, dass sowohl fur das Veil&ngem bzw. Auffullen von Oligonukleotid 1 als auch von 
Oligonukieotid 2 die glelche Linker-Bibliothekverwendet werden kann. Dies wurde dadurch mdglich. dass die Sequenz 
des Oligonukleotides 1 bzw. Oligonukleotides 2 am Obergang zwischen dem Oligonukleotid und dem Linker so aus- 

50 gestaltet wurde, dass nach Ligation die fur die beiden Restriktionsenzyme unterschledlichen Erkennungssequenzen 
ausgebildet wurden. 

[0082] Als ndchster Schritt kann die Entfernung von Oligonukleotid 1 und/oder Oligonukleotid 2 von der Oberfl&che 
erfolgen. AnschlleBend kommt es zur Ligation der beiden aufgefuilten Oligonukleotide 1 und 2. In einem weiteren 
Reaktionsschrttt wird sodann das Ligatlonsprodukt mit einem der beiden Restriktionsenzyme vom Typ IIS, im vorlle- 
55 genden Fall mit Esp3l, gespaiten. Auf diese Welse kdnnen komplette Spllnkerollgonukleotlde mit s&ntllchen 65536 
mdglichen Oktamerendsequenzen erzeugt werden. 

[0083] Die Rguren 2 und 3 zelgen die Erzeugung einer BIbliothek von Splinker-Moiekulen mit einem Oberhang von 
drel Nukleotiden. Wie hierin offenbart und aus den vorstehend genannten Aspekten offenslchtlich, werden beispiels- 
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welse bel der Erzeugung von Genvarianten und insbesondere von Genverianten, die codierende Nuklelnsfiuren be* 
treffen. bevorzugter Wetee Anchor* und SpIinker-MolekOle verwendet mit einem Oberhang von drei Nukleotiden. In- 
soweit ist es ein Aspekt der Erflndung, ein Verfahren bereltzusteiten zur Erzeugung einer Bibliothek von Sptinker- 
Molekulen bzw. Anchor-Molekulen mit einem Obertiang von drei Nukleotiden. Beispiei haft fur die Erzeugung von der- 

s artigen Motekuien ist In den Figuren 2 und 3 die Erzeugung einer Bibiiothek mrt Spiinker-MotekQlen mit einem Oberhang 
von drei Nukleotiden dargestellt. Im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 2 und 3 bezelchnet dabei der 
Begrlff des Anchors oder Anchor-MolekOIs ein Oligonukleotid gemSB aa) bzw. ba) des Sloning-Verfahres bzw. der 
Begriff des Spllnkers Oder Spllnker-MolekQIs ein Oligonukleotid gemfiB ab) bzw. bb) des Slonlng-Varfahrens. 
[0084] Der Aufbau der Bibliothek beginnt dabei ausgehend von einem Anchor-MolekOi. welches eine Modifizierung 
trSgt, welche eine Kopplung an eine feste Matrix er1aubt« sowie eines Splinker-Motekuts, welches ebenfalls eine Mo- 
difizierung trdgt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, wobei diese Splinker-Modif izierung bevorzugter Weise 
spaltbar ist. Zu einem Anchor-MolekQI, genauer dem generfschen Anchormolekul (ist fur aile zu synthetisierenden 
Spiinker bzw. Anchor Oligonukieotlde gtelch) wird ein einzelstrdngiges Nukteinsduremoiekui, hierin auch als Linker 
bezelchnet, hinzugegeben, wetehes Im vorllegenden Falle aus einem Nonamerbesteht, umfassend einen Tell B und 

IS einen Tell A. Der Tell A ist dabei komptementdr zu dem 5'-0berhang des Anchor-MoIekQIs. Der Tell B umfasst drei 
Nukleotide, die eine beliebige Sequenz umfassen. in gleicher Weise wird einem bevorzugter Weisegenerfschen Splln- 
ker-MolekCII ein elnzelstrdnglges NuMelnsfiuremoiekQI vorgegangen, d.h. es wird ein Linker, zugegeben, der ebenfalls 
aus einem Tell A und Tell 8 besteht, wobel die Telle A und B prinzipiell genauso ausgebildet sind wie im Falle des zu 
dem Anchor-Molekul hinzugegeben en Linkers. Mit Blickdarauf, dass an jeder derdrei, In Fig. 16 (A) mit N bezeichneten 

so Positionen eines der vler Nukieotide stehen kann, kann mitteis 64 verschiedener einzeistr§ngiger Linker der gesamte 
Sequenzraum, d.h. alle mdglichen Molekule, die sich in diese'n drei Nukleotidpositionen unterscheiden konnen, abge- 
bildet werden. Bevorzugter Weise ist die l^nge des Tells A des Linkers sechs Nukieotide, wobei jedoch auch Linker 
mit gr63eren und kleineren Lfingen von Toil A im Schutzumfang enthaiten sind. 

[0085] Durch Hybrldlsieren des Anchor-Molekuls bzw. des Spiinker-Molekuls mit Jewells einem der insgesamt 64 

25 Unkem, kdnnen sodann insgesamt 64 verschledene Anchor-MolekOle bzw. Splinker-MolekOle erzeugt werden, die 
sich Jewells Im Teil B unterschelden. Tell A des Linkers ist dabei typischer Weise komplement&r zur Erkennungsse- 
quenz, oder eines Tells davon, Anchor- bzw. des Spllnker-speziflschen Restriktionsenzyms oder der dazu komplemen- 
tdren Sequenz. Die Oberhdngenden Enden der mit dem Unker aufgefOilten Anchor bzw. SpiinkiBr-MolekQIen wird so- 
dann durch eine Polymerase, beisplelswelse durch Klenow Polymerase aufgefOlit und somit Anchor-MolekOle und 

30 Spiinker-MolekDIe mit glatten Enden erzeugt. 

[0086] Bevorzugter Weise Ist das Anchor-MolekQI ebenso wIe das Spilnker-MolekOI an eine Oberfidche oder eine 
feste Matrix gekoppelt. Die Modlfikatlon des SpHnker-MolekOis kann bevorzugter Weise unter miiden Bedingungen 
gespalten werden, so dass der aufgefOltte Spiinker von der Oberfl&che geldst und einem Ligatlonsansatz mit einem 
geeigneten glattendigen Anchor-MolekQI hlnzugefugt werden kann. 

3S [0087] In einem nftchsten Schritt wird sodann das Ligationsprodukt aus Schritt (C) mit einer Anchor-spezifischen 
Restriktionsendonuklease vom Typ MS gespalten, wodurch Splinker-Moiekule mit einem drei Nukleotid langen Ober- 
hang entstehen. in gleicher Weise kann prinzipiell die Spaltung mittets Splinker^spezifischer Restrlktlonsnukleasen 
erfolgen. Durch diesen Prozess kann ausgehend von insgesamt 64 verschiedenen einzelstrdngigen Linkem, die sich 
In drei aufelnanderfolgenden Nukleotiden unterscheiden, insgesamt 4.096 verschiedene doppetstr&ngige Spiinker- 

^ MolekQIe erzeugt werden, die sodann als Ausgangsbibliothek f Ur ein Sloning- Verfahren in der beschrlebenen Verf ah- 
rensweise venvendet werden kdnnen. 

[0088] Belm erfindungsgemftBen Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Spllnkemiolekulen mit einem Ober- 
hang von drei Nukleotiden ist es erforderltoh, Anchor-MolekOle bzw. SplInker-MolekQIe bereitzustellen, die zwar einen 
drei Nukleotid lagen Oberhang aufweisen, jedoch die Erkennungssequenz fur ein Restrtktionsenzyni vom Typ 1)8 tra- 

45 gen, das Oberhflnge mit einer L&nge von ein, zwel, vler, funf oder mehr Nukleotiden erzeugt. Dies ist notwendig, wail 
fQr die Durchfuhrung des Slonlng-Vertahrens Immer mindestens zwei Restriktionsenzyms vom Typ IIS mit unterscheid- 
baren Erkennungssequenzen verwendet werden mOssen, die darOber hinaus Oberhdnge der gleichen Ldnge erzeu- 
gen. Zum gegenwdrtigen Zeltpunkt sind Jedoch an Restriktionsenzymen vom IVp IIS, welche einen drei Nukleotid 
langen Oberhang erzeugen, nur Isoschlzomere bekannt, die die gleichen Sequenzen erkennen. . Eines dieser Restrik- 

50 tlonsenzynne ist Sapl. Vor dem Obergang in die Transpositionsphase (d.h. der Verknupfung der parallel synthetlslerten 
Teilfragmente, die ja Jewells paarweise mit verschiedenen Restriktionsenzymen geschnltten werden mOssen) Ist es 
bel Venwendung einer Bibliothek von Spllnkem mtt einem 3 Nukieotide langen Oberhang also zundchst notwendig, 
Fragmente mit einem gieich langen Obertiang (z.B. bestehend aus 4 Nukleotiden) zu schaffen. 
[0089] Die Figs. 4 und 5 zeigen ein Verfahren zum Aufbau einer Bibliothek, welche den Obergang von Spiinker- bzw. 

S5 Anchor-MolekQIen mit einem drei Nukieotide langen Oberhang zu sok^en mtt einem vler Nukieotide langen Oberhang 
eriauben. Dabei wird gnjnds^tzlich ahnlich vorgegangen, wie bel dem vorstehend beschrlebenen Verfahren zum Auf- 
bau einer Bibliothek aus Spiinker- bzw. Anchor-Moiekulen mit einem drei Nukleotid langen Oberhang. Der wesentllche 
Untarschidd besteht in der Ausgestaltung des Llnker-Molekuls, watches, wie in (A) dargestellt, im vorllegenden Fall 
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eine Lfingo von 2wel NuWeotlden aufwelst. Insowelt relchen 32 elnzelstrflnglge Unker-MoIekQIe aus, 16 Anchor-spe- 
zlflsche 80wl8 1 6 Spllnker-spezifische, urn eIne vollstandige Bibllothek, d.h. eine BIbliothek. die alle mogllche Sequen- 
zen belnhaltet, bel denen sich die belden lemen 5'-tenninalen Posltlonen unterschelden, aufzubauen. In Schrltt (D) 
wird sodann mitderAnchor-spezifischen Restriktlonsendonukleasegeschnittenjmvorllegenden FalleSapl, waselnen 

5 drei Nukleotid langen Oberhang erzeugt. Mit diesem Verfahren kdnnen sodann die Insgesamt 256 verschiedenen 
doppelstrSnglgen MolekQIe erzeugt werden, die bel Ihrer Venvendung den Ubergang von Splinker- und Anchor-Mole- 
kiilen mit einem drel Nukleotide langen Oberhang zu solchen mit einem vier Nukleotide langen Oberhang erfauben 
. und daher auch als Spllnker-Adaptoren bezelchnet werden. 
[0090] Auf der Grundlage der belden vorstehend beschriebenen Bibllotheken und den Verfahren zu deran Heretel- 

10 lung kann sodann oin Aufbau von Genfragmenten aus Anchor- und Splinker-MolGkulen mit einem drei Nukleotide 
langen Oberhang erfolgen. Das entsprechende Verfahren Isl In den FIguren 6 bis 8 dargestellt. Im Zusammenhang 
mit der Beschrelbung der FIguren bezelchnet derBegriff des Anchors Oder Anchor-Mole kO is ein Ollgonukleotid gem§3 

aa) bzw. ba) des Slonlng-Verfahres bzw. der Begriff des Spllnkers oder Spllnker-Molekuis ein Oligonukleotid gemaS 

ab) bzw. bb) des Sloning-Verfahrens. 

15 [0091] Geht man von der In (A) dargestellten zu synthetlsierenden Sequenz aus (hiertn auch als Zlelsequenz be- 
zelchnet), kann diese bm vorliegenden Fall In die Telle A und B geglledert werden. Der Tell A besteht ebenso wfe der 
Tell B aus 9 Nukleotiden, die Jewells In drel Gruppen zu Je drel Nukleotlden eingeteilt slnd. Entsprechend kann ausge- 
hend von einem an elne feste Matrix gekoppelten Anchor durch Ligation eines ersten Splinker-Molekuls die erste 
Dneiergruppe der Nukleotide auf das Anchor-MolekQI ubertragen werden. Durch Spaltung des Llgatlonsproduktes in 

^ Schritt (B) mittels des drei Nukleotide lange Oberhftnge erzeugenden Restrikllonsenzyms vom Typ lis (Sap!) wIrd ein 
welterer drel Nukleotide langer Oberhang erzeugt, an den Im Schritt (C) ein zweites Spllnker-Molekul llgiert wird, wel- 
ches anschileBend durch Spaltung mit dem Spltnker-spezlfischen Restriktionsenzym abgetrennt wird. In gleicher Welse 
wird mit einem dritten Spllnker-MolekOI verfahren, wobel sodann das Ugatlonsprodukt gemfiB (D) erhalten wind. In 
Schritt (E) wird nach Spaltung des Llgatlonsproduktes aus (D) nun ein Splinker-Adapter venwendet, der den Obergang 

S5 von einem Oberhang aus drel Nukleotiden zu einem Oberhang aus vier Nukleotiden ertaubt Wird nach Ligation dieses 
hiertn auch als Adapter-Splinkers oder 3->4- Adapter-Linker bezeichneten Splinker-Molekuls mit dem Splinker-spezi- 
tischen Restrikllonsenzyms gespalten, Im vorilegenden Falle mit Eco31 1, wird nun nicht mehr ein drel Nukleotide langer 
Uberhang erzeugt, sondem ein vier Nukleotide langer Oberhang und damit die Voraussetzungen fOr elne Transposition 
im Rahmen des Slonlng-Verfahrens geschafTen, bel der zwei aufelnander abgestlmmte Restriktlonsenzyme vom Typ 

so IIS venvendet werden. 

[0092] In den Schritten (B) bis (E) von Fig. 7 wird prinzipiell genauso vorgegangen, wie bel den Schritten (B) bis (£) 
von Rg. 6, wobel hlerjedoch der In Schritt (B) verwendete Spllnker einen 3 NukleotM langen Oberhang aufwelst, der 
dem ersten Triplett von Tell (B) der Zlelsequenz entspricht. Nachdem das dritte Triplett von Teil B durch einen entspre- 
chendes Spllnker-MolekOI an das veriangerte Anchor-MolekQI llgiert wurde, wird nochmals mit Sapl geschnitten und 

35 sodann ein weiteres Spllnker-Molekul verwendet, welches das erste Triplett von Tell C der Zlelsequenz umfasst. Um 
auch hier die Voraussetzung fur elne Transposition zu schaffen, wird sodann mit dem Anchor-spezlfischen Restrikti- 
onsenzym vom Typ IIS, im vorilegenden Falle mit EspSI, geschnitten und somit ein vier Nukleotide langer Obertiang 
erzeugt. Die Zlelsequenz aus Tell A und Tell B, wie in (A) von Fig. 8 dargesteitt, wird nun dadurch erzeugt, dass das 
Spaitprodukt, d. h. das Anchor-MolekQI mit einem vier Nukleotide langen Oberhang aus Figur 8 (F) mit dem einen vier 

40 Nukleotide langen Oberhang aufweisenden Spllnker-Molekul aus Schritt (F) von Fig. 7 llgiert wird. 

[0093] Die Figs. 9 bis Fig. 14 zeigen die wesentllchen Schrftte des erfindungsgemaBen Verfahrens zur simultanen 
Herstellung verschledener Genvarianten unter Anwendung des Slonlng-Verfahrens. Im Zusammenhang mit dieser 
welteren AusfQhnjngsform des Slonlng-Verfahrens Ist anzumericen, dass hiertsel der wesentltehe Punkt darin zu sehen 
Ist, dass ein korrekt veriangertes Anchor-Molekul oder ein korrekt veriflngertes Spllnker-Molekul auf mehrere Reakti- 

^ onsansfitze, bevorzugter Welse In verschiedenen ReaktlonsgeffiBen, auf getellt wird. Dlese Auftellung Ist Insbesondere 
dann nicht unproblematlsch, wenn die Modiflziemng der Anchor- bzw, Spllnker-MolekQIe elne Kopplung an elne feste 
Matrix eriauben, die eine Freisetzung der besagten Molekule von derseiben nicht eriauben. wie das belspieisweise 
bel der Venvendung nicht-spaltbarer Modlfizierungen oder Modifizlerungen, diezu einersehrstabllen Wechselwlricung 
zwischen Nuklelnsfiure bzw. Modiflkation und fester Matrix fuhrt, der Fall Ist. 

so [0094] Wie In den Rg. 9 bis Fig. 1 4 dargestellt, Ist diese Ausfdhrungsfomfi des Slonlng-Verfahrens Im Wesentlchen 
durch die spezlftsche AusgestaKung der Schritte aa) bis ag) bzw. ba) bis bg) gekennzetehnet. Im Zusammenhang mit 
der Beschrelbung der Figuren 9 bis 1 4 bezetehnet der Begriff "Anchor" oder "Anchor-MolekQI" ein Oligonukleotid gemaB 
aa) bzw. ba) des Slonlng-Verfahres und der Begriff "Spllnker oder "Spiinker-MolekQI" ein Oligonukleotid gemlB ab) 
bzw. bb) des Slonlng-Verfahrens. 

55 [0095] Sofern frele Blndungsstellen der festen Matrix blocklert wurden, kann an Stelle eines normalen (nicht modl- 
fizierten) Spllnker Oligonukieotids ein spezielles Spllnker-Molekul an das veriangerte Anchor-Molekul ligiert werden. 
Dieses spezielle Spllnker-MolekOI enthait eine Modiflkation. welche eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt (A). In 
einem ndchsten Schritt (B) erfolgt die Spaltung des so entstandenen Llgatlonsproduktes mit dem Anchor-speziflschen 
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Restrflctlonsenzym vom Typ liS. In Folge dieser Spaltung wtrd ein vertftngertes Spllnker-MolekOI freigesetzt, welches 
eine Modiflzlerung trdgt und in der Ldsung des Reaktlonsansatzes enthalten ist. Dieser Reajctlonsansatz. genauer 
gesagt derfiOssIge Oberstand davon, wird sodann in dem Umfang aliquotiert, wie dies envOnscht ist, Insbesondere in 
dam Umfang. wle verschledene Genvarianten erzeugt werden soilen. Soiien beiepielsweise drei Genvarianten erzeugt 
5 werden , wie in den Rguren 9 bis 1 4 hierin belspialhaft veranschaullcht, erf oigt eIne Aufteilung dea f IQssigen Oberstan- 
des In insgesamt drei Aliquots. 

[0096] Ein Jedes Aliquot, das ein abgetrenntes, verifingertes Splinker-MoiekOI mit einer Modifizierung enthdtt, wIrd 
In ein eigenas Reaictionsgef&B Qberfuhrt, wobei In Folge der Modiflzlerung das verlSngerte Splinker-Molekul an die 
(este Matrix gebunden wird (C). Die In Fig. 1 0 (C) mit Reaktlon 1 , Reaktlon 2 und Reaktlon 3 bezetehneten Abbitdungen 
steiten die insgesann drei hierin belspielhaft beschriebenen Reaktlonsansatze dar. 

[0097] Zu einem Jeden Reaktionsansatz wird sodann ein Anchor-MolekQi hinzugegeben, welches in Folge der Kom- 
piementaritdt der Qberhdngenden Enden mit dem an die feste Matrix gekoppelten Spiinker-MoiekQI hybridisiert und 
anschlieBend unter Verwendung geeigneter Ligasen iigiert wird. Nachdem die Anchor-Motekule seibst wiederum eine 
Modifizierung tragen, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriauben, ist es erforderlich, dass vor Zugabe der Anchor- 
IS MotekQIe die BIndungsstellen fOr diese Matrix blocklert werden, so dass eine Kopplung der hinzugegebenen Anchor- 
MolekQla an die feste Matrix unterbleibt Dieser Btocklemngsschritt ist dann nlcht erforderik^h. wenn die Modiflzienjng 
der Anchor-MoiekOte eine Kopplung an die feste Matrix In dem Reaktionsansatz, in dem das an eine feste OberfSche 
gekoppelte Splinker-MoiekOI enthalten ist, nicht eriaubt. 

[0098] In eInem nachsten Schritt wird sodann das LIgationsprodukt mit einer Spilnker-speziflschen Restrlktionsnu- 

20 klease vom Typ IIS gespalten (E). Nachdem in Schritt (D) In Fig. 1 0 der Anchor zwar eine Modiflzlerung trflgt, |edoch 
nlcht an die feste Matrix koppein kann, wird nach Spaltung des LIgatlonsproduktes der verlangerte Anchor im f lusslgen 
Oberstand des Reaktionsansatzes sein, wohingegen das Spiinker-Molekul In Fotge der Kopplung Qberdie Modifizie- 
rung an die feste Matrix gebunden blelbt. Ein jeder der OberstSnde wird sodann in ein welteres ReaktionsgefdB uber- 
fOhrt, wobei derdarin enthaitene verifingerte Anchor in Folge seiner Modifiziemng an die Oberflache gekoppeitwlrd (E). 

25 [0099] Zu dem solchemnaBen immobilisierten Anchor-MolekQlen werden zu einem jeden der entsprechenden Re- 
aktlonsansatze unterschiedllche Spilnker-MolekQIe hinzugegeben, wobei die Spllnker-MoiekQiesteh In eInem varlablen 
Bereich unterscheiden, dersich dem 5'-Qberhangenden Ende anschlie3t. BevorzugterWeise welstdersich anschlie- 
Bende variable Bereich eine L§nge von 1 bis 9 Nukieotide aut, wobei 3 Nukleotlde bevorzugt slnd, da damit ein Codon 
fOr eine codierende Sequenz speztflsch bereltgesteitt werden kann. In dem in Fig. 11 (F) dargestellten drei Reaktlons- 

30 ansatzen unterscheiden sk^h die Spiinker an den Positionen 4 bis 6 (AGA. CCG bzw. GTT). Wird nun in einem nachsten 
Reaktionsansatz das sotehermaBen erhaltene Llgattonsprodukt aus Schritt (F) mit einer Spiinker-spezifischen Restrik- 
ttonsendonukiease gespalten, entstehen in den Reaktlonsansfltzen unterschieditoh verifingerte Anchor-MolekOle. Im 
Reaktionsansatz 1 umfasst die Variante sodann TTT, im Reaktionsansatz 2 GGC und im Reaktionsansatz 3 CAA (G). 
In einem nftchsten Schritt werden sodann unterschiedllche Linker-MolekOle, deren Oberhang komplementdrzum Ober- 

35 hang der Immobilisierten Anchor-MolekQIe Ist, hinzugesetzt. tn Folge der Varlabllit§t des Uberiiangs des einzelnen 
Anchor-Molekuls Im Reaktionsansatz slnd somit einem Jeden Reaktionsansatz solche Spiinker-Moiekule hinzuzuge- 
ben, die eine entsprechend komplementdre Sequenz aufweisen, so dass ein jeder Reaktionsansatz elnen anderen 
Linker erfordert (Fig. 7 (IH)). BevorzugterWeise unterscheiden stoh die verschledenen Splinker-Molekiile nur In diesem 
Bereich. AnschlieBend erfolgt eine weitere Spaltung des in Schritt (IH) erhaltenen LIgatlonsproduktes mittels einer 

40 Spiinker-spezifischen Restriktlonsnukleoase (J), in einem ndchsten Schritt erioigt sodann eine Ligation eines weiteren 
Spiinker-MolekQIs, das komplement&r ist zu dem Jeweiligen Oberhang des vertangerten Anchor-MoiekQIs in einem 
Jeden der drei Reaktlonsansitze. Hier kann Jewells der glelche Linker verwendet werden, da die in Schritt (J) erzeugten 
Oberhdnge des veridngerten Anchor*MolekOls eine Identlsche Sequenz aufweisen. Bel dem in Schritt (J) hinzugefugten 
Spiinker-Molekul kann es sich dabel um ein solches handein, wetehes den Ubergang von einem, wie in den Figuren 

45 4 und 5 dargestellten, drei Nukieotide langen Oberhang zu einem vier Nukleotlde langen Oberhang emndglicht. Dieser 
Obergang unter Verwendung des Oligonukleotlds, welches elnen drei Nukieotide langen Oberhang aufweist, dessen 
Ericennungsstelien fur ein Restriktlonsenzym vom Typ ilS bel Schnelden des Ollgonukleotldes mit demselben zu einem 
vier Nukieotide langen Oberhang fUhrt, wird hierin auch als Spilnker-Adapter bezebhnet. In der hierin spezlell beschrie- 
benen AusfQhrungsfomi ist vorgesehen, dass dieser Splinker-Adapter eine Modifikatlon aufweist. die eine Kopplung 

so an die Oberfldche einer festen Matrix eriaubt. In AbhSngigkeit davon, ob das in Schritt (J) eriialtene Ugationsprodukt 
mit einem Spiinker-spezifischen Restriktlonsenzym vom Typ IIS gespalten wird, werden die In Schritt (IQ dargestellten 
verifingerten. an eine feste Matrix gekoppelten Anchor-MoiekOle in den verschledenen Ansfttzen erhalten werden, 
Oder, bel Verwendung eines Anchor-spezifischen Restriktionsenzyms vom IIS die in (L) dargestellten veriangerten 
Spilnker-MolekQIe. im ersteren Falle slnd die Genvarianten auf der Anchor-Seite angeordnet, im zweiten Fade auf der 

S5 Spllnker-Selte. Die Ausgestaltung des Splinker-MoiekQIs mit einer Modifizierung lleferi die Voraussetzung, dass das 
solchennaBen veridngerie Spllnker-MolekOI als Anchor-Molekul in einem Transpositlonsschritt des Sloning-Veriahrens 
verwendet werden kann. 

[0100] Obgleich anhand der Figuren 9 bis 14 lediglk:h die einmalige EInfuhmng einer Genvarianta beschrieben wor- 
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den Isl, 1st es Im Rahmen der voritegenden Offenbarung, dass dieses mehrfach vorgenommen warden kann. Urn nicht 
unndtig lange Sptinker* bzw. Anchor-MolekOla zu erhatten und somit den Vorteil der Parailelsynthese, d.h. Durchfuh- 
rung von Transpositionen, aufzugeben, wird typischer Welse weniger als zehnmal, bevorzugter Weise wenfger als 
funfma) der Einbau einer Genvariante, wle vorstehend beschrleben, erfotgen. 

5 [0101] Die Figs. 15 bis 1 7 zelgen die verschiedenen Schrftte bei der Entfernung von nicht gespaltenen Fehlsequen- 
zen gemftB der vorllegenden Erflndung. im Zusammenhang mit der Beschreibung der Figuren 1 bis 3 bezeichnet der 
Begrlff des Anchors Oder Anchor-MolekOls ein Oligonuldeotid gemftQ aa) bzw. ba) des Slonlng-Verfahres und der 
Begriff des Splinkers oder Splinker-Molekuls ein Oligonukleotid gemSB ab) bzw. bb) des Slonlng-Verfahrens. 
[0102] Wie bei den hierin insgesamt offenbarten weiteren Ausfuhrungsfomnen des als Slonlng-Verfahren bezelch- 

10 neten Verfahrens zur Herstellung von NukleinsduremolekOlen durch Perallelsynthese. kann das Nukleinsauremolekui, 
wetehes durch die Schrttte aa) bis ag) hergestellt wird. mit dem Oligonukleotid. welches gemdB der Schrftte ba) bis 
bg) hergestellt wind, niltetnanderverknOpftwerden. DIese Verknupfung wird hierin auch als Transposition bezeichnet. 
[0103] Bei der Durchfuhrung des Sioning-Verfahrens kann die Situation auftreten, dass im Rahmen der sequenziellen 
Addition von Splinker-Molekaien aus der BIbllothek, die hierin auch ais Aufbausynthese bezeichnet wird, fehlerhafte 

IS Zwischenprodukte dergestalt entstehen, dass (beteplelswelse durch unvoltstfindlges Schneiden des fQr des Splinker- 
l\^olekQI spezifischen Typ iiS Restrlktionsenzyms) In dem Reakdonsansatz sowohl kon^ekt verl&ngerte. als auch un- 
vollstdndig veriSngerte Anchor-bzw. Spiinker-Molekule vorhanden sind. Das Vorhandensein derartiger unvollst&ndig 
verlangerter Molekuiewurde bei deren Verwendung als ein Element in der Transposition zu einer fehlerhaften Sequenz 
fuhren. Aus diesem Grunde besteht der Bedarf, das Slonlng*Verfahren so auszubilden, dass sicher gesteilt wird, dass 

^0 nur korrekte Sequenzen, Insbesondere auf der Ebene der Anchor-MolekOie, In der Transpositionphase, d. h. der par- 
alieien VerlcnOpfung der aufgebauten Genfragmente. verwendet werden. Im Rahmen der vorllegenden Erflndung er* 
folgt dies dadurch, dass vor der letzten Ligation des Anchor-MoiekQls mit einem Spllnker, d.h. bevor das daraus er- 
haltene Ugationsprodukt transponiert wird, ein modifiziertes Splinker-MoiekQI verwendet wird, wobel die Modlf Ikatlon 
darin besteht, dass der Spllnker, gmndsitzltoh vergielchbar dem Anchor-Molekul. eine Modlfizierung trfigt, die eine 
Kopplung en eine feste Matrix eriaubt Oa es nicht mdglich 1st, MoiekOien des Reaktionsansatzes, die im vorherlgen 
Schritt nicht mit dem Spllnker-speztfischen Restriktionsenzym vom Typ IIS gespalten wurden, ein derartiges modifi- 
ziertes Spllnker-MolekOI anzuligieren, sInd nur die Ligationsprodukte des korrekt verlangerten Anchors mit dem Jewells 
letzten (modlf Izlerten) Spllnker-MolekOI mit einer Modlfizlenjng vereehen. Die unvolistflndlg verlflngerten Anchor-Mo- 
lekuie weisen als das Produkt aus einer vorherlgen Ligation die darin verwendeten Splinker-MolekQIe auf, die keine 

30 derartlge Modlf izierung tragen (slehe Fig. 1 (A)). 

[0104] In einem weiteren Schritt (B) erfolgt die Spaltung der in dem Reaktionsansatz vorhandenen verlftngerten 
Anchor-Moiektile mit dem Anchor-spezifischen Restriktionsenzym vom Typ IIS. Die nicht an die feste Matrix gekop- 
pelten Spattprodukte sind zum elnen korrekt veriangerte Splinker-MoiekQIe, die eine Markierung tragen sowie Inkom- 
plett verlfingerte Spllnker-MoiekOie, die kelne Markierung tragen . (B) . Die solchenrnaBen erhaltenen verlSngerten Splin- 

35 ker-Molekule werden bevorzugter Weise in elnen neuen Reaktionsansatz bzw. neues ReaktionsgefSB uberfuhrt. Die- 
ses GefSB weist eine Oberfiache als feste Matrix auf, weiche eine Kopplung mtttels der an dem korrekt verlSngerten 
Spilnker-MolekQl vorhandenen Modifizlerung eriaubt. Dadurch kommt es zu einer immobilisierung der korrekt verlSn- 
gerten SplInker-MolekQIe, wohlngegen die nicht korrekt verlSingerten Sptlnker-MolekQIe, denen die eine Kopplung an 
die feste Matrix eriaubende Modifizlerung fehlt. nicht an die feste Matrix binden. Durch elnen Oder mehrere Wasch- 

40 schrltte werden die nicht korekt verlAngerten Spllnker-MoiekQIe aus dem Reaktionsansatz entfemt. An der Matrix 
gebunden verbleibt das korrekt vertftngerte Spilnker-MolekQl. das bei Verwendung von spaltbaren Modifikatlonen von 
dieserfesten Matrix wieder entfemt werden kann und sodann mit dem ursprGngllch verwendeten Anchor-MolekQI iiglert 
werden kann (C) wobel die Sequenz des AnchormolekQls identisch ist mit der Sequenz des ursprOnglich verwendeten 
Anchormotekuts. 

43 [0105] Altemativ und fQr den Fall, dass die Modiflkatlon keine Abspaltung des korrekt ver1§ngerten Spiinker-MolekQis 
eriaubt, kann zu dem Reaktionsansatz, der lediglich das Immobillslerte. korrekt ver1§ngerte SpIlnker-MolekQl enthdlt, 
ein Anchor-Molekul hinzugegeben werden. webhes zwar eine Modifizlerung tragt, die eine Kopplung an eine feste 
Matrix eriaubt. Jedoch in diesem Falle nicht an einer Oberfiftche gebunden wird. Die BIndung des eine Modifizlerung 
tragenden Anchor-MolekQls an die OberfiAche kann zum einen dadurch verhlndert werden, dass der Anchor eine 

50 andere Modifizlerung aufweist als die, die fur die Kopplung des korrekt verlangerten Spiinker-Molekuls an die Ober- 
fiflche verwendet wird. In dem Fall Identischer Modiflzlerungen kdnnen vor Zugabe des Anchor-MoiekQIs die frelen 
BIndungssteiien der Matrix durch Zugabe des die Modifizlerung vennittelnden MolekQIs abgesdttigt oder blocklert wer- 
den. Dies kann bei Verwendung des Biotin-Streptavidin-Systems beisplelsweise durch Zugabe von Idsilchem Biotin 
erfolgen. Dadurch bindet das Anchor-MolekQls an das an die feste Matrix gekoppeite, korrekt veriangerte Spllnker- 

55 MolekOI In Folge Hybrldislerung bzw. Basenpaarung der Qberstehenden Enden, der sich eine Ligation unter Verwen- 
dung geeigneter LIgasen anschlieBt (D). 

[0108] Das soichennal3en erhaltene Ugationsprodukt wird sodann mit einem Spiinker-spezifischen Restriktionsen- 
zym vom Typ IIS gespalten. Oas dadurch erhaltene, im Oberstand des ReaktionsgefdBes enthaltene Spaltprodukt wird 
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In ein neues ReaktionsgefdB QberfOhrt, wobel hier das korrekt verifingerte Anchor-MolekQI zuerst in Losung vorllegt. 
eber in Folge der eine Kopplung an eine feste Matrix eiiaubenden Modiflzlerung an die feste Matrix des neuen Reak- 
tlonsgefa3es immobilisiert (E). 

[0107] In einem nachsten Schritt wird dem kon'ekt veridngerten, an die feste Matrix gekoppelten Anchor>Molekul ein 

5 geelgnetes Splinker-MoiekOI hinzugegeben. Aut Grund der jeweils kompIemsntBren uberiieingenden Enden des korrekt 
verl&ngeiten Anchor-MolekQIs und des Splinker-MolekQIs k6nnen diese mtteinander hybrkllsieren. Das soicheniiaBen 
erhaltene Aniagerungsprodukt kann sodann mittels elner LIgaseaktivitSt ilgiert werden (F). 
[0108] In eInem letzten Schritt (H) wIrd das solchennafSen erhaltene Ligationsprodukt mit einem Anchor-spezlfischen 
Restriktlonsenzym vom Typ IIS gespalten und ein korrekt veridngertes Splinker-MolekOI In Ldsung erhalten, wetehe 

10 sodann Gegenstand elner Transposition seln kann/kdnnen. 

[0109] Zusammenfassend tdsst sich feststellen, dass mittels dieser spezifischen Verfahmngsfuhrung gewilhrieistet 
wIrd. dass stdrende, d. h. In ihrer Sequenz nicht korrekte Oiigonukieotlde, aus dem Reaktlonsansatz entfemt werden 
kdnnen. Die Notwendigkeltder Entfemung nicht korrekt verifingerter Otigonukleotide ist maBgeblich fureine besonders 
gute Ausbeute und Korrekthelt des zu synthetisierenden Oligonukleotlds, wetehes Im Rahmen des Slonlng-Verfahrens 

IS als Anchor- Oder Spllnker-MolekQI venvendet wIrd. 

[QUO] PrInzlplell kann dieses Verfahran auch nach Jedem Syntheseschritt angewandt werden. In diesem Fall findet 
die elgentliche Qensynthese dann In Ldsung statt. Inkorrekte Zwischenprodukte werden hingegen durch die Bindung 
an eine geeignete Festphase aus dem Reaktlonsansatz entfernt Rg. 18 bis 20 zeigen die verschiedenen Schritte 
elner solchen Gensynthese in LAsung, bei der es sich um eine weitere AusfQhrungsform des Sloning-Verfahrens han- 

20 delt. 

[01 11] In Schritt (A) wird hierbei ein Anchor-MolekUI. das in diesem Falie keine Modiflzlerung trilgt, die eine Kopplung 
an eine feste Phase eriauben wurde, mit einem Spllnker-Molekul ligiert In diesem Fall trfigt das Splinker-Moiekul eine 
Modiflzlerung, die an eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt DIese Reaktlon erfolgt In L5sung, d. h. weder das 
hinzugesetzte Spllnker-Molekul, noch das Ligationsprodukt aus dem Anchor-MolekOI und dem Spllnker-Molekui tst 
2S zun&chst an eine Festphase gebunden (A). Auf dIese Weise wfrd eine pemnanente Selektlon auf kon-ekt veri&ngerte 
und geschnlttene Zwischenprodukte errelcht. Ein weiterer Vorteil dieser Vorgehensweise liegt darin begrOndet, dass 
sowohl LIgattons- wie auch Restriktlonsreaktionen in Ldsung In der Regel mit einer hdheren Effizienz ablaufen als an 
der Festphase. 

[01 1 2] Nach erfolgter Inaktivlerung der Ligase wird mittels der Spiinker-spezlfischen Restriktionsendonuklease vom 

30 lyp IIS gespalten. In der Folge liegen im Reaktlonsansatz ein veridngertes Anchor-Molekul sowie das Splinker-Molekul 
wiederum In L6sung vor. pie solchermaBen erhaltenen Spaltprodukte werden sodann in ein neues ReaktionsgefdB 
QbergefQhrt, In dem In Folge des Vorhandenselns elner Modiflzlening am Splinker-Molekbl (im vorilegenden Falle ein 
Blotin) dieses an die feste Matrix bindet. Neben dem gespaltenen Splinker-Molekul sind in dem Reaktlonsansatz des 
wetteren nicht geschnlttene Ugatlonsprodukte aus Schritt (A) sowIe nicht llglerte Spllnker-MolekQIe enthalten. Alle drel 

35 Spllnker-MolekOI-Derivata binden an die feste Phase, ncht jedoch das aus Schritt (8) erhaltene veriangerte Anchor- 
MolekQI, das welter in Ldsung voriiegt (C). Der Uberstand aus Schritt (C). d. h. das veriangerte Anchor-Molekul wird 
sodann In ein neues Reaktlonsgef&B QberfOhrt und dort mit einem weiteren Splinker-Molekul umgesetzt, welches an 
seinen Enden komplement&r 1st zu dem Ende des veridngerten Anchor-MolekQIs (E). Das neue Splinker-MolekQI weist 
wiederum eine Modifizierung auf, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt. 

40 [0113] Das sok;hennaBen erhaltene Ligationsprodukt wird nach inaktiviemng der Ligase mit der Spiinker-spezlfi- 
schen Restriktionsendonuklease vom lyp IIS gespalten und llefert damit ein welter vertdngertes Anchor-MolekOL 
[01 1 4] DIese Vorgehensweise kann grundsAtzlich bellebig oft wiederholt werden. Der besondere Vorteil dieser Aus- 
fOhrungsf onn des Slonlng-Verfahrens besteht darin, dass eine Auf relnigung elnes im Sloning-Verfahren venvendbaren 
Oilgonukteotides gewdhrieistet wird. DIese Vorgehensweise kann gnjndsdtzlich auf elnejede Ebene des Sloning-Ver- 

43 fahrens angewandt werden. 

[0115] Die Figs. 21 und 22 zeigen die wesentlichen Schritte bei der Synthese von DNA-Fragmenten mit Intemer 
Methyiierung gemdB der vorilegenden Erfindung, die Schritte Teil des Sloning-Vertahrens sein kdnnen. Insoweit wtnj 
hiermlt eine weitere AusfQhrungsfomi des Slonlng-Verfahrens offenbart. 

[0116] Im Zusammenhang mit der Beschrelbung der Figuren 21 und 22 bezetohnet der Begriff des Anchors Oder 
so Anchor-Molekuls ein Oligonukleotid gemflB aa) bzw. ba) des Slonlng-Verfahres und der Begriff des Spllnkers oder 
Spllnker-MolekQls ein Oligonukleotid gem§B ab) bzw. bb) des Stonlng-Verfahrens. 

[01 17] Im Rahmen der Synthese von Nuklelnsfturemolekuten wle beisplelsweise Genfragmenten unter Verwendung 
des Slonlng-Verfahrens wurde beobachtet, dass einige Sequenzen nicht synthetisiert werden kdnnen, was darin be- 
grOndet liegt, dass durch die Ligation eines Anchor-Moiekuls sowie eines Splinker-Moiekuls eine Erkennungssteile fur 
ss ein Restriktlonsenzym ausgebildet wird, das dem Restriktlonsenzym des SplInker-MoiekOls bzw. dem Anchor-Molekul 
entspricht und in Folge dessen ein anderes Spaltungsereignis eintreten wQrde, als fur die korrekte Verldngerung eines 
Anchor- bzw. Spiinker-MolekQIs erforderiich ware. 

[0118] ErfindungsgemdB wird diese Beschrankung der Venwendung des Slonlng-Verfahrens dadurch umgangen. 
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dass die durch die spezifische Komblnatlon aus Anchor- und Splinkersequenz entetehenden zusfitziiclien Erlcennungs- 
steden fflr entweder das Anchor- Oder das Spllnker-spezlfische Restriktlonsenzym vom Typ IIS methyliert sind und 
damit nicht geschnitten werden kdnnen. Die fOrdle Durchfuhrung des Sloning Verfahrens notwendigen Erkennungs- 
sequenzen in den Iconstanten Bereichen der Spllnlcer bzw. Anchor sind hingegen nicht nfiethyliert und konnen daher 

5 nach wie vor gespaiten werden. 

[0119] Konkret wlrd dabei so vorgegangen. dass Im Rahmen einer sequenzietlen Ligation von teilwelse methyllerten 
SpIlnker-MolekOlen aus einer Btblk>thek vorgesehen ist. dass die 5'-Gberhangsequenzen ((5'-> 3*) GTC. CTC, TOT) 
und die folgenden 3'- Endsequenzen (AGA. ACG, GAG) methyliert sind. In Schritt (A) weist das eine eine Kopplung 
an eine feste Matrix ertaubende Modlfizierung tragende Anchor-MolekOI In seinem Uberhang am Adenosin eine Me- 

10 thylierung auf . Das zu dem Anchor-Mo lekQI komplement&re Spllnker-Molekul weist In seinem Oberhang ebenfalls eine 
Methyllerung auf. Im vortiegenden Falle am Cytosln. Dabei ist es Im Rahmen der vortiegenden Erflndung, dass auch 
eine Methyllerung in anderen Telten ats den Oberhdngen mdgllch ist, solange dadurch nicht eine der beiden notwen- 
digen Erkennungsstellen fur ein Restriktlonsenzym vom Typ IIS funktionat inaktiviert wird. 

[0120] Nach Ligation der beiden MolekDIe wlrd das in (A) dargestellte LIgationsprodukt erhalten, das nach Enttemen 
der Ligase mit der Spllnker-spezlfischen Restriktlonsendonuklease vom Typ IIS gespaiten wird. In Folge dieser Spal- 
tung verlangert sk:h das Anchor-Molekul und weist nun in den beiden Strfingen des Doppelstranges eine Methyllerung 
auf. An das solchemiaBen erhaltene, verlAngerte Anchor-MolekOI wlrd ein weiteres Splinker-MolekUl liglert, wobel das 
Spllnker-MolekOI dazu fOhrt. dass in dem in Schritt (C) erhaltenen LIgationsprodukt neben der im Spiinker-MolekOltell 
enthaltenen Splinker-spezifischen Restriktlonsenzym-Erkennungsstelle eine wettere Erkennungsstelle fur das Splin- 

^ ker-spezlfische Restriktlonsenzym gebildet wlrd. Wie In (C) dargesteitt wurde damit neben der im konkreten Beispiel 
angegebanen Erkennungsstelle fur Eco31 1 im Splinker-MolekOttell Im Ligatlonsberelch noch eine weitere Erkennungs- 
sequenz fur Eco31i entstehen, mit der Folge, dass bei Verwendung von Eco31i, typischer Weise nach Entfemen der 
Ligase, drei Spaltprodukte entstQnden. In Folge der Methylienjng derzweiten, durch die Ligation des Splinker-MoiekQIs 
und des Anchor-Molekuis entstandenen Erkennungsstelle fur Eco31 1 ist diese jedoch fur das Spiinker-speziflsche 

2s Restriktlonsenzym nnht zugfingilch. Infolgedessen schneidet Eco31 1 dieses Ligationsprodukt iedlglteh Splinker-proxi- 
mal, nicht aber Splinkerdlstal. Oemnach kann das Anchor-MolekQI korrekt verldngert und fQr die weitere Aufbausyn- 
these Im Rahmen des Sloning-Verfahrens eingesetzt werden. 

[0121] Fig. 23 zeigt ein Verfahren zur (Zwischen)- Produktampiifikation, wie es an beiieblger Stelle des Stoning- 
Verfahrens durchgefOhrt werden kann. Typischer Weise erfolgt die (Zwlschen)-Produktamplifikation an Ligationspro- 
30 dukten, die Im Rahmen des Sloning-Verfahrens entstehen. so beispielsweise Im Rahmen dersogenannten Aufbau- 
synthese, (d.h. ein- Oder mehmiaiiges Durchtaufen der Schrftte aa) bis ag) bzw. ba) bis bgj) Oder auch im Rahmen 
der Transpositionen. DerajUge (Zwischen)- Produktamplifikationsschritte empfehlen sich insbesondere dann, wenn 
die Konzentratton eines (Zwischen)- Produktes so niedrig geworden ist, dass eine effiziente Durchfuhrung der folgen- 
den Schritte gefAhrdet Ist. 

35 [0122] Die (Zwischen)-Produktamplif{kation erfolgt durch das als solches im Stand der Technik bekannte Verfahren 
der Polymerasekettenreaktion. Dabei wlrd so vorgegangen, dass Anchorund Spllnker-komplementare Oligonukleotid- 
prlmeran ein LIgationsprodukt, wie es im Rahmen des Sloning-Verfahrens anf&ilt, anelliert werden. Bevorzugter Weise 
sind die Primer dabei komplementSr zu dem konstanten Tell des Anchor-Molekuls bzw. Splinker-MoiekQIs, oder eines 
Tells davon. Der Vorteii bei dieser Gestaltung der Primer ist der, dass damit ein Paar von Primern ausreicht. urn un- 

40 abhdngig von der aufgebauten Nuklelnsdure, d.h. der Zlelsequenz oder einem Tell davon, die Amptiflkation des Pro- 
duktes bzw. eines Zwischenproduktes des Sloning-Verfahrens vomehmen zu konnen. Es Ist jedoch auch mdgllch und 
Im Rahmen dervoriiegenden Erflndung, dass die Primer teilwelse odervollstgndig an einen Berelch des Anchor- oder 
Spllnker-MolekOis binden, der der aufgebauten Nuklelnsdure entsprlcht. Unter komplementarsoli dabei hierin verstan- 
den werden, dass eine Nukleinsaure an eine andere Nuklelnsaure vermfttels Basenpaarung In Wechselwlrkung tritt. 

43 Es wlrd seitens der Fachleute anericannt werden , dass komplementAr nicht notwendigeiweise eine volistdndige Kom- 
plementaritSt bedeutet. VIelmehr kann eine oder mehrere Fehlbasenpaarungen enthaiten sein und auch ein oder meh- 
rere Nukleotlde keine Basenpaarung aufwelsen. 

[0123] Bei der Auswahl der Primer ist zu beachten, dass diese bevorzugter Weise nicht selbstkomplementdr sein 
soltten. In Folge dessen hybridisleren die bei dlesem Verfahren verwendeten Primer bevorzugter Weise nur mit 3-4 

30 Nukieotlden der Klammer (des konstanten doppelstrdngigen Bereichs unmittelbar vor dem Loop), dem Loop-Berelch 
des Anchor- bzw. Spllnker-MolekQIs selbst sowie den folgenden Nukieotlden (maximal zum Ende des konstanten Tells 
des 5'-0berhanges des Anchor-MolekOis bzw. Spllnker-MolekQIs (A)). Nach Annelleren der Anchor- und Splinker-spe- 
zifischen Primer erfolgt eine Ampllfikatlon der internen Genfragmente mit einer thermostabilen Polymerase, wobel 
diese Polymerase bevorzugter Weise eine Proofreadlng-Funklion aufwelst. Typischer Weise werden die Primer In 

35 hohem Uberschuss dem Reaktionsansatz zugesetzt. FOr den Fall, dass eine Weltersynthese unter Verwendung des 
solcherma3en amplifizierten (Zwischen-) Produktes vorgesehen ist, werden bevorzugter Weise modiflzlerte Oligonu- 
kleotide als Primer eingesetzt, die eine BIndung der Oligonukleotide an eine feste Matrix eriauben. Das Ergebnis der 
(Zwi8chen)-Produktamplifikation weist kelne Loop-Struktur mehr auf, die den Strang und Gegenstrang verbindet. Statt- 
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dessen liegt das amplifizierte Ugationsprodukt als Doppelstrangstruktur zweler ElnzelstrAnge vor. DIese hierin auch 
al8 bipaitita Struktur bezeichneten MoiekQte kdnnen aber im Rahman das Slonlng-Verfahrens ebenfalls als Ausgangs- 
produkt verwendet warden. 

[0124] Es 1st bn Rahman der vorliegenden Erf Indung, dass die verschjedenen Aspekte beliebig miteinander kombl- 
nlert warden konnen und somit elne Vielzahl von Ausfuhrungsfomien des Slonlng-Verfahrens mogllch sind. 
[0125] Die In der vorangehenden Beschrelbung, den AnsprOchen und den Zelchnungen offenbarten Merkmale der 
Erflndung kdnnen sowohl einzein als auch In bellebfger Komblnatlon zur Verwirkllchung der Erflndung in ihren ver- 
schiedenen Ausfuhrungsformen wesentlbh seln. 



Patentansprfiche 

1. Einzelstranglges NukleinsauremolekQI zur Venvendung in einem Verfahren zur Herstellung einer Nukleinsdure 
umfassend mindestens 

einen Tell A und einen Tell B 
wobei 

Tell A eine Sequenz umfasst, die der Sequenz der Erkennungssequenz eines Restrlktlonsenzyms vom lyp II 
S Oder eines Tells davon Oder eIner dazu komplementdren Sequenz entspricht, und 

Teil B eIne deflnlerte.Abfolge von Nukleotlden umfasst 

2. NukleinsauremolekOI nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelchnet, dass das Restriktlonsenzym ausgewdhit 1st 
aus derGmppe, die Bpil, EspSI, Eco31 1, Bsal. BsmBI, Bbst. BspMi, Aari. Acelll, Acc36l. Sapi. Btsl. BsrOI. BseSDI, 
BciVI, Bfuil. Bflll und Bmrl umfasst. 

3. NuklelnsSuremolekUl nach Anspruch 1 oder2, dadurch gekennzelehnet, dass die Sequenz von Tell A ausgewihit 
1st aus der Gruppe, die SEQ ID N0:1 bis 13 umfasst. 

4. Nukleinsauremolekul nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass Teil B eIne Lange von 
1,2,3, 4, 5, 6 Oder 7 Nukleotlden aufwelst. 

5. Nukleinsguremolekulbibiiothek umfassend eine Vielzahl von NukleinsduremolekQIen nach einem der AnsprQche 
1 bis 4. 

6. Nuklelns&uremolekulbibiiothek nach Anspruch 5. dadurch gekennzelchnet, dass die Bibliothek 256 in der Se- 
quenz von Tell B sich unterscheidende Mttglleder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell 
B eIne l^nge von vier Nukleotlden aufwelst. 

7. NukleinsduremolekQI nach Anspruch 5, dadurch gekennzeiehnet, dass die Bibliothek 1 024 in der Sequenz von 
Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst. wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Teil 6 eine l^nge 
von fQnf Nukleotlden aufwelst. 

8. Nuklelns&uremotekuiblbliothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeiehnet, dass die Bibliothek 4096 in der Se- 
quenz von Tell B sich unterscheidende Mitglieder umfasst. wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell 
B eine Lftnge von sechs Nukleotlden aufWelst. 

9. NukleinsduremolekOIblbliothek nach Anspruch 6, dadurch gekennzeiehnet, dass die Bibliothek 16 in der Se* 
quenz von Teil B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell 
B eine Lange von zwei Nukleotlden aufwelst. 

10. Nukleinsaurebibilothek nach Anspruch 5, dadurch gekennzeiehnet, dass die Bibliothek 64 in der Sequenz von 
Tell B sich unterscheidende Mitglieder umfasst, wobei die definlerte Abfolge von Nukleotlden von Tell B eine l^nge 
von drel Nukleotlden aufwelst. 

11. Venwendung eines Nukleinsauremolekuls nach einem der AnsprOche 1 bis 5 und/oder einer Nuklelnsfiuremoie- 
kOIblbllothek nach einem der AnsprOche 5 bis 10 in einem Verfahren zur Herstellung von NukielnsSuren, Insbe- 
sondere einem Verfahren zur sequenzlellen Ligation von Oligonukleotiden in parallelen ReaktionsansStzen auf 
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Sequenz-unabhingige Weise. 

12. Verfahren zur Herstellung eines Nuklelnsfiuremolekuls, umfassend die Schrftte: 

5 a) Bereitstellen eines ersten Oiigonutdeotlda, optional mitteis einer Modiflkatlon am Oiigonut<leotid an eine 

Oberfldche gekoppelt, wobei das Ollgonukleotid eine Erkennungssequenz Oder einen Teil davon Oder eine 
hierzu komplementdre Sequenz fQr ein enstes Typ (iS-Restriictionsenzym, welches auBerhab seiner Erken- 
nungssequenz schneldet, und einen einzeistrangigen Uberhang unrfasst, . 

^0 b) HinzufQgen eines einzeistrangigen NukleinsduremolekQIs nach einem der Anspruche 1 bis 5 zu dem Oli- 

gonukleotld, wobei bevorzugterWeise der Tell A des NukleinsfiuremolekQIs im Wesentlichen komplementfir 
zu dem einzeistrangigen Bereich des ersten Oligonukleotids ist; 

c) Ligation des NukleinsfiuremoiekOis aus Schritt b) mit dem ersten Oilgonukleotid unter Ausbfldung eines 
IS QberhSngenden 5'Endes; 

d) AuffQIIen des Oberhdngenden 5'-Endes; 

e) Bereitsteilen eines zwelten Oligonukleotides, wobei das Oiigonukieotid eine Erkennungssequenz oder ei* 
so nen Teil davon oder eine hierzu komplementSre Sequenz fOr ein zweites Typ ilS-Restriktionsenzym, welches 

auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und einen einzeistrangigen Uberhang umfasst, wobei die 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms verschieden ist von der Erkennungssequenz des in Schritt a) 
genannten Restriktionsenzyms. und 

^ f) i-linzufQgen eines einzeistrangigen Nuklelnsduremotekuls nach einem der AnsprCiche 1 bis 5 zu dem Oiigo- 

nukieotid, wobei bevorzugter Weise der Teil A des NukieinsfturemolekQIs Im Wesentitohen komplementSr zu 
dem einzeistrangigen Bereich des zweiten Oligonukleotids ist; 

g) Ligation des Nuklelnsduremoiekuls von Schritt f) mit dem zweiten Oiigonukieotid unter Ausbiidung eines 
30 uberhangenden S'Endes; 

h) AuffOilen des Qberstehenden 5'-Endes; 

i) Ligation der aus den Schritten a) bis d) und e) bis h) erhaltenen Ollgonukieotide; 

35 

j) Spattung des in Schritt i) erhaltenen Ligationsproduktes mit dem ersten oder mit dem zweiten Typ il-Restrik- 
tionsenzym. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dasa In Schritt b) und/oder f) eine Hybridlsierung zwi- 
40 8chen dem einzeistrangigen Bereich des Oligonukleotids mit Teil A des einzeistrangigen NukielnsSuremoiekQls 

erfolgt. 

14. Verfahren nach Anspaich 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, dass erste Oi^onukleotid an die Festphase 
gekoppelt ist und bevorzugter Weise das erste Oiigonukieotid vor der Ligatton gemaB Schritt i) von der Festphase 

^ abgespaiten wird. 

15. Kit zur Herstellung einer Nukleinsdure umfassend eine Nuklelnsdurebibliothek nach einem der AnsprOcheS bis 10. 

16. Kit nach Anspruch 15 welter umfassend ein erstes Oiigonukieotid umfassend eine Erkennungssequenz fOr ein 
50 erstes Typ IIS-Restrlktionsenzym. 

17. Kit nach. einem der AnsprOche 15 bis 16, welter umfassend etn zweites Oiigonukieotid umfassend eine Erken- 
nungssequenz Oder einen Teil davon oder eine hierzu komplementdre Sequenz fQr ein zweites Typ ilS-Restriktl- 
onsenzym, wobef das zweite Restrlktlonlsenzym verschieden ist von dem ersten Restrfklionsenzym. 

55 

18. Kit nach Anspruch 17 Oder 18. dadurch gekennzeichnet, dasa mindestens eines der Ollgonukieotide an einer 
Festphase Immobilisiert ist. 
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19. Verfahren zur enzymatlschen Herstellung eines tellwelse doppelstrdngigen Oligonukleotids nnit einem 3 Nukieotid 
langen Obertiang, wobei das Oligonukleotid eine Erkennungssequenz fQr eln Restriktlonsenzym vom Typ US ent- 
hdlt. umfassend die Schrltte: 

a) Beraitstellen eines ersten teilweise doppelstrangfgen Oligonukleotids, wobei das Oligonukleotid efnen 3'- 
Oberhang und eine Erkennungssequenz fOr eln Restriktlonsenzym vom Typ IIS autweist, 

b) Bereltstellen einer ersten Gruppe von einzelstrftngigen Oligonukleotiden umfassend einen Teii A und einen 
Tell 8, wobei Teii A kompiement&r zu dem einzeistr&nglgen Bereich des in Schritt a) bereitgesteltten ersten 
Oligonukleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitglledem der Gruppe identisch ist und Tell B eine Lfinge 
von 3 Nukleotiden umfasst. wobei sich die MItglleder der Gruppe in Tell B unterBchelden. 

c) Bereltstellen eines zwelten teilweise doppelstr&nglgen Oligonukleotids. wobei das Oligonukleotid einen 3'- 
Obertiang und eine Erkennungssequenz fQr eln Restriktlonsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das Restrik- 
tlonsenzym vom Typ IIS verschieden ist von dem Restriktlonsenzym vom Typ I IS der Oiigonukleotlde In Schritt 
a). 

d) Bereltstellen einer zwelten Gruppe von einzelstrftngigen Oligonukleotiden umfassend einen Tell A und einen 
Teil B, wobei Teii A komplementflr zu dem einzeislrSngigen Bereich des in Schritt a) bereltgestellten ersten 
Oligonukleotids und bevorzugter Weise bei alien Mitgliedem der Gruppe Identisch ist und Teii B eine Lflnge 
von 3 Nukleotiden umfasst, wobei sbh die Mitglieder der Gruppe in Tell B unterscheiden, 

e) Hybridisieren und LIgleren des in Schritt a) bereltgestellten ersten Oligonukleotids mlt Jewells einem Mitglied 
der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe von elnzeistrdnglgen Oligonukleotiden, 

f) Hybridisieren und LIgleren des in Schritt c) bereltgestellten zwelten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglied 
der in Schritt d) bereitgestellten zwelten Gruppe von einzelstrangigen Oligonukleotiden 

g) AuffQIIen der Qbertiangenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Autfulien der uberiiftngenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

i) Ligation von Jewells einem aufgefOltten Ligattonsprodukt aus Schritt g) mit Jewells einem aufgeroilten Liga- 
tionsschritt aus Schritt h), 

J) Spaitung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fQr das in Schritt a) bereitgestellten OligonukleoUd 
spezifischen Restriktlonsenzym vom Typ iiS 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daea das fur das in Schritt a) bereitgestelite Oligonu- 
kleotid spezffische Restriktlonsenzym vom Typ US Sapi Ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 19 Oder 20. dadurch gekennzeichnet, dass IHybridisieren und LIgleren des in Schritt 
a) bereitgestellten ersten Oligonukleotids mit Jewells einem Mitglied der in Schritt b) bereitgestellten ersten Gruppe 
von einzelstrangigen Oligonukleotiden mlt einem Jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefQhrt wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 , dadurch gekennzeichnet, dass Jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem Mitglied der ersten Gmppe von einzelstrfingigen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefQhrt wIrd. 

23. Verfahren nach einem der AnsprOche 19 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass Hybridisieren und Ligieren des 
In Schritt c) bereitgestellten ereten Oligonukleotids mit Jewells einem Mitglied der in Schritt d) bereitgestellten 
ersten Gruppe von einzelstrftngigen Oligonukleotiden mit einem Jeden Mitglied der ersten Gruppe durchgefQhrt 
wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass Jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem Mitglied der ereten Gmppe von einzelstrdngtgen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefQhrt wird. 

25. Verfahren nach einem der AnsprOche 19 bis 24, dadurch gekennzeichnet, daas das in Schritt a) und/oder c) 
bereitgestelite Oligonukleotid eine Modifizierung trdgt, die eine Kopplung an eine feste l^atrix erlaubt. 

28. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daas Schritt e) und/oder f) durchgefQhrt wird. wobei das 
zumindest tellwelse doppelstrdngige Oligonukleotid an eine feste Matrix gekoppelt ist. 

27. Verfahren nach einem der AnsprOche 19 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass insgesamt 4096 verschiedene 
Spaltprodukte in Schritt j) ertiaiten werden, wobei sich die Spaitprodukte in den letzten sechs SMerminaien. Nu- 
kleotiden und den letzten drei 3'- tarmlnalen Nukleotiden unterscheiden. 
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28. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 9 bis 27, daduich gekennzelchnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
RastrOctlonsenzym vom Typ IIS In Schiitt a) und/oder c) zumindest teilwelse Im Obeitiang des teilweisa doppelst- 
rangigen Oligonukleotids angeordnet ist. 

29. Verfahren nach einem der Ansprilche 19 bis 27, dadurch gekennzelchnet, daaa die Erkennungssequenz fQrdas 
Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder b) vollstdndig tm doppelstrdnglgen Berelch des teilweise 
doppelstrflnglgen Oligonukleotids angeordnet ist. 

30. Verfahren zur enzymatlschen Herstettiing eines teilweise doppeistrfinglgen Oligonukleotids mit einem 3 Nukleotid 
langen Uberhang, wobei das OligonuMeotld elne Erkennungssequenz fQ'r ein Restriktionsenzym vom Typ IIS ent- 
h&lt und Schnelden des Oligonukleotids mit dem Restriktionsenzym zu einem Oberhang mit einer von 3 Nulcleo- 
tiden verschiedenen Lflnge, umfassend die Schritte: 

a) Bereitsteilen eines ersten teilweise doppeistrdngigen Oligonukieotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'- 
Oberhang aufweist und elne Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym vom Typ liS aufweist, 

b) Bereitsteilen elnerersten Gruppe von einzelstr&ngigen Oligonukleotiden umfassend einen Tell A und einen 
Tell B, wobei Tell A komplementdr zu dem einzeistrdnglgen Berelch des in Schritt a) bereitgesteilten ersten 
Oligonukleotkis und bevorzugter Welse bei alien Mitgliedem der Gruppe Identisch ist und Teil B elne Lange 
von 2 Nukieotlden umfasst, wobei sich die Mitglieder der Gruppe in Tell B unterschelden, 

c) Bereitsteilen eines zwelten teilweise doppeistrHnglgen Oligonukieotids, wobei das Oligonukleotid einen 3'- 
Uberhang aufweist und elne Erkennungssequenz fQr ein Restriktionsenzym vom Typ IIS aufweist, wobei das 
Restriktionsenzym vom Typ ilS verschieden ist von dem Restriktionsenzym vom Typ IIS derOligonukleotide 
in Schritt a), 

d) Bereitsteilen einer zwelten Gruppe von einzeistrdnglgen Oligonukleotiden umfassend eInenTeil A und einen 
Teil B, wobei Tell A komplement§rzu dem einzelstrdngigen Berelch des In Schritt a) bereitgesteilten ersten 
Oligonukleotids und bevorzugter Welse bei alien Mitgiiedem der Gruppe identisch ist und Tell B elne Unge 
von 2 Nukieotlden umfasst. wobei sIch die Mitglieder der Gruppe in Tell B unterschelden, 

e) t-lybridlsleren und Ligieren des in Schritt a) bereitgesteilten ersten Oligonukieotids mit jeweils einem Mitglled 
der In Schritt b) bereitgesteilten ersten Gruppe von einzelstrflnglgen Oligonukleotiden, 

f) Hybridlsleren und Ligieren des in Schritte) bereitgesteilten zwetten Oligonukleotids mit jeweils einem MItglied 
der In Schritt d) bereitgesteilten zwelten Gruppe von einzelstrdngigen Oligonukleotiden 

g) AuffQIIen der Qberii&ngenden 5'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt e), 

h) Auffuiien der Qbertidngenden S'-Enden der Ligationsprodukte aus Schritt f), 

1) Ligation von Jewells einem aufgefQIIten Llgatlonsprodukt aus Schritt g) mit Jewells einem aufgefQIIten Llga- 
ttonsschritt aus Schritt h). 

J) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt i) mit dem fOr das in Schritt a) bereitgesteilten Oligonukleotid 
speziflschen Restriktionsenzym vom Typ IIS 

31. Verfahren nach Anspnjch 30, dadurch gekennzelchnet, daaa das fur das in Schritt a) berettgestellte Oligonu- 
kleotid spezifische Restriktionsenzym vom Typ liS Sapl ist. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31 , daduich gekennzelchnet, dass Hybridlsleren und Ligieren des in Schritt 
a) bereitgesteilten ersten Oligonukleotids mit Jewells einem MItglied der In Schritt b) bereitgesteilten ersten Gruppe 
von einzelstr&ngigen Oligonukleotiden mit einem Jeden MItglied der ersten Gruppe durchgefQhrt wird. 

' 33. Verfahren nach Anspruch 32, dadurch gekennzelchnet, dass Jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem MItglied der ersten Gruppeyon einzelstrdngigen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefOhrtwird. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 30 bis 33, dadurch gekennzelchnet, dass IHybridlsieren und Ligieren des 
in Schritt c) bereitgesteilten ersten Oligonukleotids mit jeweils einem Mitglled der in Schritt d) bereitgesteilten 
ersten Gruppe von elnzeistrflngigen Oligonukleotiden mit einem Jeden Mitglled der ersten Gruppe durchgefuhrt 
wird. 

35. Verfahren nach Anspnjch 34, dadurch gekennzelchnet, dass jede Reaktion zwischen dem ersten Oligonukleotid 
und einem Mitglled der ersten Gruppe von einzelstrdnglgen Oligonukleotiden in einem separaten Reaktionsansatz 
durchgefOhrtwird. 
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36. Verfahren nach efnem der AnsprOche 30 bis 35, dadurch gekennzeiehnet, dass das In Schiitt Oiigonukleotid a) 
und/oderc) bereitgestellte Oiigonukleotid eine Modiflzierung tragt, die eine Kcpplung an eine teste Matrix eriaubt. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeiehnet, dass Schritt e) und/oder f) durchgefQhrt wird, wobel das 
5 zumlndeat tellwelse doppelstrfinglge Oiigonukleotid an eine feste Matrix gekoppelt 1st. 

38. Verfahren nach einem der Anspmche 1 bis 37, dadurch gekennzeiehnet, daaa insgesamt 256 verschiedene 
Spaltprodukte In Schritt J) erhalten werden, wobei steh die Spaltprodukte in in den letzten vier S'-terminalen Nu- 
kleotiden und dem letzten 3'- termlnalen Nukleotid unterschetelen. 

10 

39. Verfahren nach einem der Anspr€che 30 bis 3B, dadurch gekennzeiehnet, dass die Erkennungssequenz fOr das 
Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder c) zunnindest tellwelse Im Oberhang des tellwelse doppelst- 
rSnglgen Oiigonukleotids angeordnet 1st. 

13 40. Verfahren nach einem der AnsprCche 30 bis 38, dadurch gekennzeiehnet, dass die Erkennungssequenz fur das 
Restriktionsenzym vom Typ IIS in Schritt a) und/oder b) vollstdndig im doppelstrfingigen Bereich des tellwelse 
doppelstrdngigen Oiigonukleotids angeordnet ist. 

41. Verfahren zur Hersteiiung eines NukleinsfturemoiekOls umfassend die Schritte 

20 

a) Bereitstellen eines Oiigonukleotids, das hergesteitt ist duich die foigenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines tellwelse doppelstrdngigen Oiigonukleotids mit einem 5'-0berhang, das eine Er- 
kennungssequenz fUr ein TypllS Restriktionsenzym enthfiit, welches auBerhalb seiner Eritennungsse- 

2S quenz achneidet, und eine Modifizierung trdgt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt. wobei der 

5'-0berhang eine Liinge von 3 Nukleotiden umfasst, 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppeistr&ngigen Oiigonukleotids mit einem 5'-0ber- 
hang undeineranderen ErkennungssequenzfOr ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhaib seiner 

30 Erkennungssequenz schneldet, als in Schritt aa). wobei der 5'-0berhang eine L§nge von 3 Nukleotiden 

umfasst, 

ac) Ligation der Oitgonukleotide aus Schritt aa) und ab) In der durch die Blockierung der nteht zu iigieren- 
den Enden festgeiegten Orientlerung, 

S5 

ad) Entfemen nlcht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligationsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
haib seiner Erkennungssequenz schneldet, wobei die Spaltung in der Nukleins&uresequenz des Ollgo- 

40 nukleotlds aus Schritt ab) stattflndet, 

af) Abtrennen des Reaktionsgemisches vom in Schritt ae) erhaltenen verifingerten Oiigonukleotid aus 
Schritt aa), 

4S ag) optional mindestens einmallges Wiederhoien der Schritte ab) bis af) , 

b) Bereltsteiien eines weiteren Oiigonukleotids, das hergesteitt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellen eines teiiweise doppetstrdnglgen Oiigonukleotids mit einem S'-Oberiiang, das eine Er- 
so kennungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym enthdit, welches auBerhalb seiner Erkennungsse- 
quenz schneldet, und eine Modifizierung trftgt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, wobei der 
5'-0berhang eine Liinge von 3 Nukleotiden umfasst, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppeistrftngigen Oiigonukleotids mit einem S'-Qber- 
9S hang und mit elner anderen Erkennungssequenz fQr ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb 

seine Eritennungssequenz schneldet, als in Schritt ba), wobei der 5'-Uberhang eine Udnge von 3 Nukleo- 
tiden umfasst, 
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be) Ligation der Oiigonukteotide aus Schritt ba) und bb) In der durch die Blocklerung der nicht zu ligieren- 
. den Enden festgelegten Orientiarung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Realctanden sowie Enzyme, 

5 

be) Spaltung des Llgatlonsprodulctes aus Schritt be) mtt einem TyptIS Restilktlonsenzym, welches auBer- 
haib seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Ollgonukleotid in Schritt bb) stattHndet, 

bf) Abtrennen des so verlftngerten NuklelnsSuremolekOls vom Reaktionsgemisch, 

10 

bg) optional mlndestens einmaliges WIedertiolen der Schritte bb) bis be), wobei im Anschluss an die f etzte 
Ligation In Schritt be) und Entfemen nk:ht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme das Ugationsprodukt 
mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird, wobei die Spaltung in dem Oiigonukleotid aus 
Schrfttba)stattflndet. 

15 

c) Ligation der Oligonukle'otide aus Schritt a) und b) in der durch die Blocklerung der nicht zu llgierenden 
Enden festgelegten Orlentlerung, 

d) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

20 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypliS Restriktlonsenzym, welches aufBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung im Oiigonukleotid aus Schritt a) oderb) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangerten Nukielnsduremolel^uls vom Reaktionsgemisch, 

25 

dadurch gekennzelchnet, dass das Oiigonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restrlktlons- 
enzyms vom Typ IIS aufweist, das einen drei Nukleotlde langen Oberhang erzeugt, solange die Schritte ab) bis 
ae) wiederhott werden und das Oiigonukleotid von Schritt ab) die Erkennungssequenz eines Restriktlonsenzyms 
vom Typ IIS aufweist, das einen anderen als einen drei Nukleotld langen Oberhang erzeugt, belm letzten Durch- 
30 laufen der Schritte ab) bis ae) und/oder 

das Oiigonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktlonsenzyms vom Typ iiS aufweist, das 
einen drei Nukieotide langen Oberhang erzeugt, solange die Schritte bb) bis be) wiederholt werden und das Oii- 
gonukleotid von Schritt bb) die Erkennungssequenz eines Restriktlonsenzyms vom Typ IIS aufweist, das einen 
anderen als einen drei Nukleotld langen Oberhang erzeugt, belm letzten Durchlaufen der Schritte bb) bis be). 

35 

42. Verfahren nach Anspruch 41 , dadurch gekennzelchnet, dass das Oiigonukleotid von Schritt ab) und/oder von 
Schritt bb) eln seiches nach einem der AnsprOche 19 bis 29 ist, so lange der Durchlauf der Schritte ab) bis ae) 
und/oder bb) bis be) nicht der letzte Durchlauf Ist. 

^ 43. Verfahren nach Anspruch 41 oder 42, dadurch gekennzelchnet, dass das Oiigonukleotid von Schritt ab) und/ 
Oder von Schritt bb) beim letzten Durchlaufen der Schritte ab) bis ae) und/oder bb) bis be) ein seiches nach einem 
der Anspruche 30 bis 40 ist. 

44. Verfahren zur Herstellung einer Gruppe von Nuklelnsduremolekulen umfassend die Schritte 

45 

a) Bereitstellen eines Ollgenukleotlds, das hergestellt ist durch die f olgenden Schritte: 

aa) Bereitstellen eines Oilgonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym 
enthfilt, welches auBerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung trdgt, die eine 

so Koppiung an eine feste Matrix eriaubt, 

Koppiung des Oilgonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines welteren, mindestens teilweise doppelstr&nglgen Oilgonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fQr eln TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet. als In Schritt aa)„ 

ac) Ligation der Oligonukieotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blocklerung der nicht zu llgieren- 
den Enden festgelegten Orlentlerung, 
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ad) Entfemen nicht vertrauchter Realctanden sowle Enzyme. 

ae) Spaltung des LigatlonsproduKts aus Schritt ac) mit einem TypliS Restrlktlonsenzym, welches auQer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung in der Nukleinsduresequenz des Oilgo- 

5 nukleotids aus Schrttt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des Realctlonsgemlsches vom in Schritt ae) ertialtenen verlftngerten Oligonuldeotid aus 
Schritt aa). 

10 ag) optional mindastens einmaliges WIederttolen dar Schritte ab) bis af). 

b) Bereltsteiien elnes welteren Oligonuideotlds, das hergestellt ist durch die Schritte: 

ba) Berettstellen eines Oligonuideotlds, das eine Ericennungssequenz fur ein TyptIS Restrlktlonsenzym 
enthfilt, welches euiBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung trdgt, die eIne 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt mit eInem Ende an eine feste Matrix, 
Koppiung des Oiigonuldeotids an die feste Matrix. 

bb) Zugabe einaa welteren, mindestens teitweise doppelstrangigen Oiigonuldeotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fOr ein lypllS Restriktlonsenzym. welches auBerhalb seine Eritennungssequenz 
schneidet, als in Schritt ba), 

be) Ligation derOilgonukleotlde aus Schritt ba) und bb) In der durch die Biockierung der nicht zu iigleran- 
den Enden festgslegten Orientlerung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowle Enzyme, 

be) Spaitung des Llgatlonsproduktes aus Schritt be) mit einem lypHS Restriktlonsenzym, welches auBer- 
halb seine Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung Im Ollgonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so veri&ngerten Nukleins^uremolekQIs vom Reaktionsgemlsch, 

bg) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei im Anschluss an die ietzte 
L^atlon In Schritt be) und Entfemen nicht vertrauchter Reaktanden sowle Enzyme das Ligationspordukt 
mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird, wobei die Spaitung in dam Ollgonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet. 

c) Ligation der Oligonukleotide aus Schritt a) und b) in der durch die Biockierung der nicht zu iigierenden 
Enden festgelegten Orientierung. 

40 

d) Entfernen nicht verisrauchter Reaktanden sowle Enzyme. 

e) Spaitung des Llgatlonsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 
seiner Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaitung Im Ollgonukleotid aus Schritt a) oderb) stattfindet, 

45 

f) Abtrennen des so verldngerten NukteinsduremoiekQIs vom Reaktionsgemisch, 

dadureh gekennzeichnet, daaa beim letzten Wiederholen der SchriUe ab) bis af) das in Schrttt ab) zugegebene 
Ollgonukleotid eine Modifizierung trfigt, die eine Kopplung an eine feste Matrix eriaubt und 
so nach dem ietzten WIederiiolen der Sch ritte ab) bis af) als Schritt ah) das LIgationsprodukt aus Schritt ac) mit einem 
TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird. welches auBertialb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die 
Spaitung In der Nukleinsfiuresequenz des Ollgonukleotids aus Schritt aa) stattfindet und das Spattungsprodukt 
von dem an der festen Matrix gekoppeiten Ollgonukleotid freigesetzt wird 
und das frelgesetzte Spattprodukt In mindestens zwei Reaktionsansdtze aufgetellt wird. 

55 

45. Verfahren nach Anspruch 44, dadureh gekennzeichnet, dass das in Schritt ah) frelgesetzte Spaltprodukt uber 
die Modifizierung an eine feste Matrix gekoppelt wird und die keine Modifikation aufweisenden Spaltprodukte aus 
dem Reaktionsansatz entfemt werden. 
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46. Veifahren nach Anspruch 45. dadurch gekennzelchnet, dass in Jedem der Raaiaionsansdtzezu dem an die feste 
Matrix gelcoppelten Spattprodukt aus Schritt ah) als Sciirftt ai) ein Oligonuldeotid zugegeban wird. das eine Erken- 
nungssequenz fQr ein TypllS Restrfktionsenzym enthftit, welche verschleden ist von der Erkennungssequenz fur 
ein Typ IIS Restriktionsenzym das Spaltproduktes aus Schritt ah), und sine Modifizierung trggt, die eine Kopplung 
an eine feste Matrix eriaubt. und als Schritt ak) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mitdem Ollgonu- 
kieotid erfolgt. 

47. Verfahren nach Anspruch 46, daduich gekennzelchnet, dass das Ligationsprodukt aus Schritt ak) mit einem 
TypllS Restriktlonsenzyni geschnitten wird, das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spah 
tung In der fsluklelnsAuresequenz des Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

48. Verfahren nach Anspruch 46 oder 47. daduich gekennzelchnet, dass das In Schritt ai) zugegebene Ollgonu- 
kleotid in jedem Reaktionsansatz eine andere Sequenz aufweist. 

49. Verfahren nach einem der AnsprOche 46. dadurch gekennzelchnet, dass die den Reaktlonsans&tzen zugege- 
benen Oligonukleotlde gleiche einzelstrfingige Oberhdnge.aufwelsen. 

50. Verfahren nach einem der AnsprOche 44 bis 49, dadurch gekennzelchnet, dass sich die Oligonulcleotide in einem 
Bereich unterschelden. der verschleden ist von dem einzelstringigen Beretoh, bevorzugterwelse in einem Berefeh 
unterscheklen, der eine Folge von Nukieotiden umfasst, die sich dem einzelstr&nglgen Bereich des Oligonukleotids 
anschlieBen. 

51. Verfahren nach Anspruch 50. dadurch gekennzelchnet, dass die Folge von Nukieotkien eine Lfinge von 1 bis 
10 Nukleotlde. bevorzugter Weise 3 bis 6 Nukieotide umfasst. 

52. Verfahren nach einem der Anspiitche 44 bis 51 , daduich gekennzelchnet, dass in einem Schritt al) eine Spaltung 
des In Schritt aQ zugegebenen Oligonukleotids erfolgt. 

53. Verfahren nach Anspruch 52, dadurch gekennzelchnet, dass die Schrftte ab) bis ak) und/oder ai) zumlndest 
einmal wiederholt werden. 

64. Verfahren nach Anspruch 53, dadurch gekennzelchnet, dass nach dem letzten Wiedertiolen als Schritt am) die 
an die Festphasen gekoppelten Oligonukleotlde mIt einem weiteren Oiigonukieotid gemSB ab) llgiert werden, wobei 
steh diese Oligonukleotlde in den verschledenen Reaktionsansatzen in der Sequenz des einzelstranglgen Uber- 
hanges und optional in der Sequenz des direkt angrenzenden doppelstranglgen Berelchs) voneinander unter- 
schelden 

55. Verfahren zur Hersteiiung eines NuklelnsauremolekQIs umfassend die Schritte 

a) Bereltstellen eInes Oilgonukleotlds, das hergesteilt ist durch die foigenden Schritte: 

aa) Bereitsteilen eines Oilgonukleotlds, das eine Erkennungssequenz fOr ein TypllS Restriktionsenzym 
enthatt, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung trSgt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt, Kopplung des Oligonukleotids an die feste Matrix 

ab) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppeistrangigen Oligonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erionnungssequenz 
schneMet, als In Schritt aa), , 

ac) Ugation der Ollgonukleotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blocklerung der nteht zu llgleren* 
den Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) Entfemen nicht vert>rauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligatlonsprodukts aus Schritt ac) mIt einem TypllS Restriktionsenzym. welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung in der Nukleinsauresequenz des Oilgo- 
nukleotlds aus Schritt ab) stattflndet. 
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af) Abtrennen des Reaktlonsgemisches vom In Schritt ae) ertialtenen veiidngerten Oligonukleotid aus 
Schrfttaa), 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte ab) bis af), 

5 

b) Bereitstelien eines wetteren Oiigonukleotids, das hergestelit ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstellan eines Oiigonukleotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restrilctionsenzym 
enthfllt, welches auBerhalb seiner Ericennungssequenz schneldet, und eIne Modlflzierung trdgt, die elne 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt mit einem Ende an elne feste Matrix, 
Kopplung des Oiigonukleotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens teiiweise doppelstrSngigen Oligonukieotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fOr ein TypllS Restriktlonsenzym. welches auBerhalb seine Ericennungssequenz 
schneidet, ais in Schritt ba), 

be) Ligation der Oiigonukleotlde aus Schritt ba) und bb) in der durch die Biockierung der nteht zu ligieren- 
den Enden testgelegten Orientlerung, 

bd) Entfemen nicht verii)rauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaitung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mit einem TypliS Restriktlonsenzym, welches auBer- 
halb seine Ericennungssequenz schneldet, wobei die Spaitung Im Oligonukleotid In Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so veridngerten NukieinsSuremoiekOls vom Reaktionsgemisch, 

bg) optional mindestens einmaliges WIederiioien der Schritte bb) bis bO, wobei Im Anschluss an die ietzte 
Ligation in Schritt be) und Entfemen nteht verisrauchter Reaktanden sowie Enzyme das LIgationspordukt 
mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird. wobei die Spaitung in dem Oligonukleotid aus 
Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oiigonukteotide aus Schritt a) und b) In der durch die Biockierung der nicht zu iiglerenden 
Enden festgelegten Orientierung, 

95 d) Entfemen nteht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaitung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 
seiner Ericennungssequenz schneidet, wobet die Spaitung im Oligonukleotid aus Schritt a) oder b) stattfindet, 

40 f) Abtrennen des so veriftngerten NuWelnsauremolekuls vom Reaktionsgemisch, 

dadurch gekennzetehnet, ciass beim ietzten Wiederiiolen der Schritte ab) bis af) das in Schritt ab) zugegebene 
Oligonukleotid elne Modifizlerung tr&gt, die eine Kopplung an elne feste Matrix eriaubt. 

45 56. Verfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzelehnet, dass nach dem Ietzten Wisderhoien der Schritte ab) bis 
af) als Schritt ah) das LIgatlonsprodukt aus Schritt ac) mit einem lypiiS Restriktlonsenzym geschnitten wIrd, wel- 
ches auBertialb seiner Ericennungssequenz schneidet. wobei die Spaitung im Oligonukleotid aus Schritt aa) stan- 
findet und das Spaltprodukt von dem an der festen Matrix gekoppeiten Oligonukleotid f relgesetzt wird. 

so 57. Veriahren nach Anspnjch 56, dadurch gekennzelehnet, dass das in Schritt ah) treigesetzte Spaltungsprcdukt 
In einem neuen ReaktionsgefdB Qber die Modifizlerung an eine feste Matrix gekoppett wird und die keine Modifi- 
katlon aufwelsenden Spaltungsprodukte aus dem die feste Matrix und das in Schritt ah) treigesetzte Spaltprodukt 
enthaltenden Reaktlonsansatz entfernt werden. 

55 58. Verfahren nach Anspruch 57, dadurch gekennzelehnet, dass zu dem an die feste Matrix gekoppeiten Spaltpro- 
dukt aus Schritt ah) ein Oligonukleotid zugegeben wird. das eine Ericennungssequenz fOr ein lypiiS Restriktions- 
enzym enthfllt, welche verschleden ist von der Ericennungssequenz fur ein Typ liS Restriktlonsenzym, des Spalt- 
produktes aus Schritt ah) und eine Modiflziemng tragt, die elne Koppiung an eine feste Matrix eriaubt, und als 
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Schritt al) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem Ollgonukleotid erfolgt. 

59. Verfahren nach Anspruch 58, daduich gekennzelchnet. dass das Ugationsprodukt aus Schritt ai) mIt einem 
TypllS Restriktlonsenzym geschnttten wird» das auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 
tung In der Nukleins&uresequenz des Spaltproduktes aus Schritt ah) erfolgt. 

60. Verfahren nach einem der Anspruche 55 bis 59. dadurch gekennzelchnet, dass die Schritte unter Venvendung 
eines Oder mehrerer modifizierter Oligonukleotlde gem&O Schritt ab) wiederholt wird. 

61. Verfahren zur Hersteliung eines NukleinsduremolekQis umfassend die Schritte 

a) Bereitstelien eines Oligonukieotids, das hergesteilt 1st duirh die foigenden Schritte: 

aa) Bereitstelien eines Oligonukieotids. das eine Erkennungssequenz fQr ein T^WS Restriktlonsenzym 
enth&lt, wetehes auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, 

ab) Zugabe eines welteren, mindestens teilwelse doppelstrSngigen Oilgonukleotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fOr ein lypiiS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schneidet, ais In Schritt aa) und eine Modifizierung tragt, die eine Koppiung an eine teste Matrix ertaubt, 

ac) Ligation der Oligonukleotlde aus Schritt aa) und ab) in der durch die Biocklerung der nkht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) optional Entfemen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

ae) Spaltung des Ligatlonsprodukts aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktlonsenzym, welches auBer- 
halb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung In der NukieinsSuresequenz des Oligo- 
nukieotids aus Schritt ab) stattfindet, 

af) Abtrennen des keine Modifizierung tragenden Spaltproduktes aus Schritt ae) des Reaktionsgemisches, 

ag) optional mindestens einmaliges Wiederhoten der Schritte ab) bis af), 

b) Bereitstelien eines weiteren Oligonukieotids, das hergesteilt ist durch die Schritte: 

ba) Bereitstelien eines Oligonukieotids, das eine Erkennungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym 
enthfilt, 

bb) Zugabe eines weiteren, mindestens tellweise doppelstrangigen Oligonukieotids mit einer anderen 
Ericennungssequenz fur ein TypllS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz 
schnekiet, ais In Schritt ba) und eine Modifizierung tragt. die eine Koppiung an eine feste Matrix eriaubt, 

be) Ligation der OllgonukieotkJe aus Schritt ba) und bb) In der durch die Biocklerung der nk:ht zu iigieren- 
den Enden festgelegten Orientlerung, 

bd) optional Entfemen und/oder inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt be) mtt etnem TypllS Restriktlonsenzym, wek;hes auBer- 
halb seine Ericennungssequenz schneidet, wobei die Spaltung Im Ollgonukleotid In Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des keine Modlfiziemng tragenden Spaltproduktes aus Schritt be) des Reaktionsgemlsches, 

bg) opttonal mindestens einmaliges Wiederholen der Schritte bb) bis bf). wobei im Anschluss an die ietzte 
Ligation In Schritt be) und Entfemen und/oder Inaktivieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme 
das LIgatlonspordukt mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wIrd, wobei die Spaltung In dem 
Ollgonukleotid aus Schritt ba) stattfindet, 

c) Ligation der Oligonukteotide aus Schritt a) und b) in der durch die Biocklerung der nicht zu liglerenden 
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Enden festgelegten Orfentlerung. 

d) Entremen und/oder Inaktlvieren nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

e) Spaltung des LIgatlonsproduktes aus Schritt c) mit elnem TypKS Restrllctionsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung Im Ollgonukleotld aus Schritt a) Oder b) stattfindet, 

f) Abtrennen des so verlangarten Nukleinsiuremolekuls vom Reaktionsgemlsch, 

62. Verfahren nach Anspruch 61 . waiter umfassend den Schritt. dass die keine Modifizierung tragenden Spaltprodukte 
In einen nauen Rsaktlonsansatz QberfOhrt warden. 

63. Verfahren zur Herstellung eines NukleinsauremolekQls umfassend die Schritte 

a) Bereltstellen eines Oligonukieotids, das hergesteitt 1st dutch die folgenden Schritte: 

aa) Bereltstellen eines Oligonukieotids, das eine Erkennungssequenz fCir ein lypllS Restrlktlonsenzym 
enthdit. welches au3erhalb seiner Ericennungsaequenz achneldet, und eine Modifizierung trSgt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix ertaubt, Kopplung des Oligonukieotids an die feate Matrix 

ab) Zugabe einea wetteren, mindestens teilwelse doppelstrSnglgen Oligonukieotids mit einer anderen 
Erkennungssequenz fOr ein lypllS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz 
schnekiet, ais in Schritt aa),, 

ac) Ligation der Oligonukieotide aus Schritt aa) und ab) in der durch die Blockierung der ntoht zu iigieran- 
den Enden festgelegten Orientlerung, 

ad) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

aa) Spaltung des Llgationsprodukts aus Schritt ac) mil einem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seiner Ericennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung In der Nukieinsduresequenz des Ollgo- 
nukleottds aus Schritt ab) stattnndet, 

af) Abtrennen des Reaktlonsgemisches vom in Schritt ae) ertialtenen veriftngerten Oll^nukleotid aus 
Schritt aa), 

ag) optional mindestens einmallges WIedertiolen der Schritte ab) bis af), 

b) Bereltstellen eines welteren Oligonukteotida, das hergestellt ist durch die Schritte: . 

ba) Bereltstellen eines Oligonukieotids, das eine Ericennungssequenz fur ein TypllS Restriktionsenzym 
enthait, welches auBerhalb seiner Ericennungssequenz schneidet, und eine Modifizierung tr&gt, die eine 
Kopplung an eine feste Matrix eriaubt mit einem Ende an eine feste Matrix, 

Kopplung des Oligonukieotids an die feste Matrix, 

bb) Zugabe eines welteren, mindestens teilwelse doppelstrftnglgen Oligonukieotids mit einer anderen 
Ericennungssequenz fOr ein TypiiS Restriktionsenzym, welches auBerhalb seine Erkennungssequenz 
schneklet, ais In Schritt ba), 

be) Ligation der Oligonukieotide aus Schritt ba) und bb) in der durch die Blockierung der nk:ht zu ligieren- 
den Enden festgelegten Orientierung, 

bd) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowie Enzyme, 

be) Spaltung des LIgatlonsproduktes aus Schritt be) mit elnem TypllS Restriktionsenzym, welches auBer- 
halb seine Ericennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung Im Oligonukleotid in Schritt bb) stattfindet, 

bf) Abtrennen des so veriSngerien Nukielnsauremolekuts vom Reaktionsgemisch. 
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bg) optional mindestens elnmailges Wiederholen der Schritte bb) bis bf), wobei Im Anschluss an die letzte 
Ligation in Schritt be) und Entfemen nicht verbrauchter Reatctanden sowie Enzyme das Ligationspordukt 
mit einem TypllS Restrlktionsenzym geschnitten wird, wobel die Spaltung In dem Oligonukieotld aus 
Schritt ba)8tattftndet, 

c) Ligation der Oiigonuldeotlde aus Schritt a) und b) in der durch die Biockierung der nicht zu ligierenden 
Enden festgelegten Orientierung. 

d) Entfemen nicht verbrauchter Reaktanden sowfe Enzyme, 

e) Spaltung des Ligationsproduktes aus Schritt c) mit eInem TypllS Restriktlonsenzym. welches auBerhalb 
seiner Ericennungssequenz schneidet. wobel die Spaltung im Oligonukieotld aus Schritt a) Oder b) stattnndet, 

f) Abtrennen des so veridngerten NukieinsAuremoiekQls vom Reaktlonsgemisch, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

das Oilgonukleotid aus Schritt ea) und/oder das OligonuMeotid aus Schritt ab) zumindest eine Methyilerung auf- 
weisen, wobei nach mindestens einmaligem Dunchlaufen der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oilgonukleotid 
aus Schritt aa) basierenden Oiigonukteotidzumindest ein Teii einer Ericennungssequenz elnes Restrilcdonsenzyms 
vom IVpilS ausgebiidet wurde, der durch die Ligation mit eInem welteren Oiigonukieotkl gemdB Schritt ae) kom- 
plettlert wird und die Methyilerung eine Spaltung des solchemnal^en hergesteltten Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Ericennungsstelle verhindert und/oder 

das Oilgonukleotid aus Schritt aa) und/oder das Oilgonukleotid aus Schritt ab) zumindest eine Methyilerung auf* 
weisen. wobei nach mindestens einmaligem Durch lauf en der Schritte aa) bis af) an dem auf dem Oilgonukleotid 
aus Schritt ab) basierenden Oligonukieotid zumindest einTeil einer Erkennungssequenz oines Restriktionsenzyms 
vom TypllS ausgebiidet wurde, der durch die Ligation mit eInem weiteren Oilgonukleotid gemSR Schritt ae) kom- 
plettlert wIrd und die Methyiierung eine Spaitung des sotehermaBen hergesteiiten Ugationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Ericennungsstelle verhindert und/oder 

das Oilgonukleotid aus Schritt ba) und/oder das Oilgonukleotid aus Schritt bb) zumindest eine Methyilerung auf- 
weisen, wobel nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oilgonukleotid 
aus Schritt ba) basierenden Oilgonukleotid zumindest ein Tell einer Eri<ennungssequenz elnes Restriktionsenzyms 
vom lypllS ausgebiidet wurde, der durch die Ligation mit elnem weiteren Oilgonukleotid gemaf3 Schritt be) kom- 
plettiert wird und die Methyilerung eine Spaltung des solchennaBen hergesteiiten Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Ericennungsstelle verhindert und/oder 

das Ollgonukleotkl aus Schritt ba) und/oder das Oligonukieotid aus Schritt bb) zumindest eine Methyiierung auf- 
weisen, wobel nach mindestens einmaligem Durchlaufen der Schritte ba) bis bf) an dem auf dem Oligonukieotid 
aus Schritt bb) basierenden Oilgonukleotid zumindest ein Teil einer Erkennungssequenz elnes Restriktionsenzyms 
vom TVpilS ausgebiidet wurde, der durch die Ligation mit einem weiteren Oilgonukleotid gemSB Schritt be) kom- 
pletllert wird und die Methyiierung eine Spaltung des solchenmaBen hergesteiiten Ligationsproduktes unter Ver- 
wendung dieser Ericennungsstelle verhindert. 

64. Verfahren nach Anspruch 63, dadurch gekennzelchnet, dass nach dem letzten Wiederitolen der Schritte ab) bis 
af) als Schritt ah) das Ligationsprodukt aus Schritt ac) mit einem TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird, wel- 
ches auBertialb seiner Ericennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung In der NukleinsSuresequenz des Oli- 
gonukleotids aus Schritt aa) stattfindet und das Spaltungsprodukt von dem an der festen Matrix gekoppelten Oli- 
gonukieotid frelgesetzt winj. 

65. Verfahren nach Anspruch 64, dadurch gekennzelchnet, dass das in Schritt ah) frelgesetzte Spattprodukt Ober 
die Modifizlerung an eine teste Matrix gekoppelt wird und die kelne Modlflkatlon aufweisenden Spaitprodukte aus 
dem die teste Matrix und das In Schritt ah) frelgesetzte Spaltprodukt enthattenden Reaktionsansatz entfemt wer- 
den. 

66. Verfahren nach Anspruch 65. dadurch gekennzelchnet, dass dem an die teste Matrix gekoppelten Spaltprodukt 
aus Schritt ah) ein Oilgonukleotid zugegeben wird. das eine Ericennungssequenz fOr ein TypllS Restriktlonsenzym 
enthait, wetehe verschleden let von der Ericennungssequenz fOrein Typ IIS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 
seiner Ericennungssequenz schneidet, des Spaltproduktes aus Schritt ah) und eine Modiflzierung trflgt. die eine 
Kopplung an eine teste Matrix eriaubt, und als Schritt al) eine Ligation des Spaltproduktes aus Schritt ah) mit dem 
Oligonulcleotide erfolgt. 
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67. Vertahren nach Anspruch 66, dadurch gekennzelchnet, dass das Ugatlonsprodukt aus Schiitt al) mlt einem 
TypliS Reatriktionsanzym geschnitten wird, das auQerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobei die Spal- 
tung In der Nuklelnsfiuresequenz des Spattproduktes aus Schritt ah) erfoigt. 

68. Verfahren nach einem der AnsprOche 63 bis 67. dadurch gekennzeichnet, dass nach dem (etzten Wiederhoien 
der Schrltte bb) bis bf) als Schritt bh) das LIgatlonsproduld aus Schritt be) mit einem TypllS Restriktlonsenzym 
geschnitten wird, welches auBerhalb seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spaltung in der Nuklein- 
s&uresequenz des Oiigonukieotids aus Schritt ba) stattfindet und das Spaitprodukt von dem an derfesten Matrix 
gekoppelten Ollgonukleotid freigesetzt wird. 

69. Verfahren nach Anspruch 68, dadurch gekennzelchnet. dass das In Schritt bh) freigesetzte Spaltungsprodukt 
Qberdle Modlfizlerung an einefeste Matrix gekoppeltwird und die keine Modifikatlon aufweisenden Spaitprodukte 
BUS dem die teste Matrix und das in Schritt bh) freigesetzte Spaitprodukt enlhaltenden Reaktionsansatz entfemt 
werden. 

70. Verfahren nach Anspruch 69, dadurch gekennzelchnet, dass dem an die festa Matrix gekoppeiten Spaitprodukt 
aus Schritt bh) ein Ollgonukleotid zugegeben wird. das eine Erkennungssequenz fOr eln TypllS Restriktlonsenzym 
enthfllt. welche verschieden let von der Erkennungssequenz fur ein Typ IIS Restriktlonsenzym, welches auBerhalb 
seiner Erkennungssequenz schneidet. des Spaltprodukles aus Schritt bh) und eine Modifizlerung trfigt, die eine 
Kopplung an eine teste Matrix eriaubt, und als Schritt bi) eine Ugation des Spaltproduktes aus Schritt bh) mlt dem 
Oiigonukleotlde erfoigt. 

71. Verfahren nach Anspruch 70, dadurch gekennzelchnet, dass das LIgatlonsprodukt aus Schritt bi) mlt einem 
TypllS Restriktlonsenzym geschnitten wird, das auQerhaib seiner Erkennungssequenz schneidet, wobel die Spal- 
tung in der Nuklelnsfiuresequenz des Spaltproduktes aus Schritt bh) erfoigt. 

72. Verfahren zur Amplif Ikatlon eine im Rahman eines Sloning-Verf ahrens enstehenden Llgattonsproduktes. gekenn- 
zelchnet dureh die Schrltte: 

a) Bereltstellen eines Ugationsproduktes; 

b) Bereltstellen eines fOr das Ollgonukleotid gemSB Schritt aa) und/oder ab) des Slonlng-Verf ahrens zumlndest 
tellwelse komplementdren Primers, 

c) Bereltstellen eines fur das Oligonukieotid gem§B Schritt ab) und/oderbb) des Sloning-Verfahrens zumlndest 
tellwelse komplementdren Primers, 

d) Hybridisleren zumlndest eines der Primer mlt dem LIgatlonsprodukt; 

e) DurchfOhren einer Polymerasekettenreaktlon unter Venwendung des an das LIgatlonsprodukt hybridislerten 
Primers. 

73. Verfahren nach Anspruch 72, dadurch gakennzelchnet dass die Polymerasekettenreaktlon gleichzeitig mit dem 
fOr das Ollgonukleotid gemSB Schritt aa) und/oder ab) des Sloning-Verfahrens zumlndest tellwelse komplemen- 
tflren Primer und dem fiir das Ollgonukleotid gemflB Schritt ab) und/oder bb) des Slonlng-Verfahrens zumlndest 
telhfveise komplementflren Primer durchgefOhrt wird. 

74. Verfahren nach Anspruch 72 Oder 73, dadurch gekennzelchnet, dass zumlndest einer der Primer eine Modifi- 
zlerung trftgt. die eine Kopplung an eine teste Matrix erlaubt. 
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